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RESUMO

Cachaca é a mais popular bebida destilada produzida no Brasil. Em Minas Gerais a
atividade se encontra em expansdo, com uma producdo anual de cerca de 230 milhdes de
litros, sendo uma grande atividade econémica com boas perspectivas para 0 mercado
externo. Usualmente o processo de fermentacdo do caldo de cana é conduzido por uma
sucessdo de cepas de leveduras, sendo que a espécie de levedura predominante € a
Saccharomyces cerevisiae. O aroma e 0 sabor sdo caracteristicas que influenciam,
identificam e oferecem qualidade as bebidas fermentadas. Na cachaca, e em outras bebidas
como o vinho, tem sido incorporado o0 uso de cepas selecionadas no processo fermentativo
para melhorar as caracteristicas das bebidas e gerar um produto de melhor qualidade.

Neste trabalho, isolamos cepas de S. cerevisiae de diferentes regifes do estado de
Minas Gerais, usando a nova metodologia (INPI-MG Protocolo-315) que seleciona
leveduras com caracteristicas desejaveis para a producdo de cachaga. Assim, as cepas foram
selecionadas seguindo critérios relevantes para a producdo da bebida, como: ndo producéo
de H,S, tolerancia a etanol e a temperaturas elevadas, capacidade fermentativa, floculacdo e
producdo de micocinas. As leveduras foram também expostas a drogas como TFL e
cerulenina para identificar aquelas maiores produtoras de alcoois superiores e ésteres. As
cepas selecionadas foram identificadas como S. cerevisiae pela analise com enzimas de
restricdo da regido ITS (internal transcribed spacer region). Nos ultimos anos, varias
metodologias baseadas na andlise do polimorfismo do DNA tém sido utilizadas para
permitir a discriminacdo entre cepas inoculadas de cepas remanescentes presentes na flora
indigena envolvidas no processo fermentativo. Em nossos resultados demonstramos que o
RAPD-PCR utilizando primers baseados no sitio de splicing de introns e PCR utilizando
primers complementares a regido do gene COXI nédo séo suficientes para permitir uma boa
diferenciacéo entre as cepas selecionadas, porém estas técnicas permitiram a distin¢ao entre
diferentes espécies de leveduras pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu stricto. Por
outro lado, o uso da cariotipagem para diferenciacdo das cepas com base no perfil

cromossomal, permitiu uma nitida distin¢do entre todas as cepas analisadas. Apesar do
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grande polimorfismo molecular encontrado ndo observamos correlacdo entre diversidade
genética e localizagdo geografica. Posteriormente as cepas foram analisadas quanto a
producdo de alcoois superiores e ésteres através de cromatografia gasosa, demonstrando
que as cepas produzem elevada quantidade de alcool isoamilico e caproato de etila. Os
resultados demonstram que a metodologia utilizada € apropriada para a selecdo de cepas
com caracteristicas adequadas para serem utilizadas na producéo de cachaca de alambique.
E que a utilizacdo de cepas selecionadas como fermento iniciador requer o uso combinado
de métodos bioguimicos e moleculares que possibilitem caracterizar e analisar a dinamica

das cepas selecionadas durante todo o processo fermentativo.
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ABSTRACT

"Cachaca" is the most popular distilled beverage produced in Brazil. In Minas
Gerais the activity is in expansion, with an annual production about 230 million liters,
being a great economical activity with good perspectives to the external market. Usually the
sugar-cane juice fermentation process has a succession of yeasts, with Saccharomyces
cerevisiae being the predominant species. The aroma and flavor are characteristics that
influence, identify and offer quality to the fermented beverage. In the “cachaca”, and in
other drinks as the wine, it has been incorporate the use of strains selected in the
fermentative process to improve the characteristics of the beverage and to generate a
product of better quality.

In this work, we isolated S. cerevisiae strains from different regions in the state of
Minas Gerais, using the new methodology (INPI-MG Protocol-315) that selects yeasts with
desirable characteristics for “cachaga” production. The strains were selected following
important features such as: no H,S production, ethanol and high temperatures tolerance,
high fermentative capacity, flocculation and mycocin production (killer toxin). Furthermore
the yeasts were exposed also to drug as TFL and cerulenin to identify those that
overproduces high alcohols and esters. Selected strains were identified as S. cerevisiae by
anintergenic transcribed spacer region (ITS) restriction analysis. In the last years, several
methodologies of typing based on DNA polymorphism have been used to allow the
discrimination among inoculated strains of present remaining strains of the indigenous flora
involved in the fermentative process. Our results demonstrated that the RAPD-PCR using
primers based on intron splicing sites and PCR using complementary primers to the
flanking regions of the COXI gene are not sufficient to achieve good differentiation among
selected strains; however these techniques allowed the distinction among different species
of yeasts belonging to the group Saccharomyces sensu stricto. Nevertheless, the use of the
karyotype analysis for differentiation of the strains with base in the chromosomal profile
allowed a clear distinction among all of the analyzed strains. In spite of the high molecular

polymorphism found we didn't observe correlation between genetic diversity and



geographical location. Subsequently the strains were analyzed for production of higher
alcohols and esters by gas chromatograph assays, demonstrating that the strains produce
high amount of isoamyl alcohol and caproic acid. The results suggest that the methodology
used is proper for the selection of strains with appropriate characteristics for cachaca
production. And that the use of the strains selected as ferment initiator requests the
combined use of biochemical and molecular methods that make possible to characterize and

to analyze the dynamics of the strains selected during the whole fermentative process.
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1- Introducéo

Em Minas Gerais, a producdo de cachaca de alambique é uma atividade tradicional
que se encontra em expansdo. A producdo mineira de cachaca por motivos histéricos e
culturais ainda segue métodos muito rudimentares, e a despeito de muitas iniciativas
atualmente em curso, ndo apresenta desenvolvimento tecnoldgico suficiente para disputar o
mercado com os grandes produtores da chamada cachaca industrial. Contudo, os pequenos
produtores, particularmente aqueles do Estado de Minas Gerais, vem procurando adotar
novas tecnologias que possibilitem melhorar as condi¢des de fermentagéo e destilagéo para
se obter uma bebida padronizada, e deste modo assegurar a qualidade e fazer com que o

produto tenha uma aceitacdo ainda maior no mercado.

1.1- Importancia econdmica da cachaca

A cachaca é uma bebida genuinamente brasileira e a sua denominagdo foi
regulamentada pelo Decreto Federal n® 4072 de janeiro de 2002, que diz: “A cachaga ¢ uma
bebida de fabricacdo exclusivamente brasileira, com graduacdo alcodlica controlada que
varia de 38% a 48% v/v, a uma temperatura de 20° C, obtida pela destilacdo do caldo de
cana fermentado, em alambique de cobre, sem adicdo de acUcar, corante ou outro
ingrediente qualquer”.

Em Minas Gerais, a producdo de cachaca € uma atividade tradicional que se
encontra em expansao, sendo que o nimero de alambiques aumentou de 1.500 para 8.466
nos ultimos 14 anos com uma producdo atual de cerca de 230 milhdes de litros por ano.
Combinando a producdo de cachaca com outras atividades agropecuarias, os produtores
empregam direta e indiretamente cerca de 240.000 pessoas e geram uma renda anual total
estimada de R$ 1,5 bilhdes em toda a cadeia produtiva (SEBRAE, 2002). Da produgdo total
de cachaca no estado, cerca de 43% & proveniente de estabelecimentos registrados,
enguanto que 57% de clandestinos. Em termos numéricos absolutos, os estabelecimentos

registrados correspondem a apenas 15% do total.



A cachaca possui uma grande importancia econémica com boas perspectivas para o
mercado externo, principalmente pela popularidade de seu “drink” mais conhecido a
“caipirinha”. O aumento no consumo de aguardente de qualidade, o crescente apoio
governamental para o setor, especialmente do governo de Minas Gerais, e a possibilidade
de exportacdo estdo cada vez mais exigindo que o processo de fabricacdo de cachaca seja
baseado em boas préticas de fabricacdo. Para tanto, a fiscalizacdo exercida pelo Ministério
da Agricultura e Abastecimento (MAAB) esta cada vez mais criteriosa e exigente. Com
isto, pretende-se obter um produto mais padronizado e com qualidade comprovada com
relagdo aos aspectos fisico-quimicos e sensorias. No entanto, e como dito anteriormente, a
maioria dos alambiques obtém cachaca de forma clandestina, e sem o controle de qualidade
exigido pelos técnicos do MAAB.

A producdo total de cachaca no Brasil destina-se quase que totalmente ao mercado
interno, onde o consumo é um hébito amplamente difundido especialmente entre a
populagéo de baixo poder aquisitivo visto ser uma bebida de preco relativamente baixo.
Atualmente, um novo grupo de consumidores das classes socio-econémica média e alta
vem se destacando, motivados pela melhoria da qualidade da bebida. A melhoria na
qualidade da cachaca motivou também as exportacdes que tém crescido em média 10% ao
ano. Até o final desta década a expectativa dos produtores é de crescimento acelerado,
podendo as exportacOes chegar a 42 milhdes de litros do produto. Atualmente, a exportacao
da bebida representa apenas 0,8 % da producdo total de cachaca e a perspectiva é de
destinar 4% da producdo nacional para 0 mercado externo (dados fornecidos pela AMPAQ
- Associacdo Mineira dos Produtores de Cachaca de Qualidade). Dessa forma, a expectativa
do setor produtivo é que a cachacga de alambique estimulada pelas oportunidades oferecidas
pelo mercado interno, pelas exportacdes e apoiada ainda por programas de reestruturacdo
da cadeia produtiva, tenha para Minas Gerais a mesma importancia que tem o whisky para

a Escocia, o conhaque para a Franca, a tequila para 0 México e o saqué para o Japéo.



1.2- A Cachaga de Alambique de Minas

Em Minas Gerais, a producdo da cachaca foi regulamentada pela edicdo da Lei da
Cachaca de Minas, Lei Estadual n°® 11.949, de 11/07/2001 que estabelece o padrdo de
identidade e as caracteristicas do processo de elaboragdo da “Cachaga de Minas”. A partir
desta lei, tornou-se possivel ao produtor vislumbrar a profissionalizacdo e a remodelagem
dos estabelecimentos tradicionais, com maiores facilidades de comercializacdo do produto
e legitimacdo dos padrdes de identidade e qualidade da cachaca mineira (SEBRAE, 2002).

A cachaga de alambique produzida em Minas, em regido demarcada, contera em seu
rotulo a indicacdo de sua origem. Por regido demarcada entende-se uma regido geogréafica
que produza um destilado alcoolico com caracteristicas naturais, culturais e qualitativas
particulares, cujo nome da regido sera utilizado na mencdo da proveniéncia da cachaca
(Oliveira e Magalhdes, 2002). A area referencial para o zoneamento da producdo da
Cachaca de Alambique de Minas é a microrregido homogénea definida pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

As expressdes “Cachaca Artesanal de Minas” e “Certificado de Controle de
Origem”, serd emitido pelo orgdo fiscalizador e podera ser obtido pelos produtores,
empresas ou instituicbes (padronizadores) que adotarem o processo de elaboragcdo da
Cachaca Artesanal de Minas, de acordo com as caracteristicas culturais e geograficas de
cada uma das regides produtoras do Estado.

O Decreto Federal n° 42.644 de 05/06/2002 regulamentou a Lei n° 13.949 de
11/07/2001, a qual estabelece o padrdo de identidade e a regulamentacdo da qualidade da
cachaca. Segundo a legislacdo federal a cachaca deve apresentar composicdo quimica

seguindo o0s seguintes teores maximos:



Acidez volatil em acido acético............c.ccueueee. 0,1509/100ml de alcool anidro

Esteres em acetato de etila...........c.coccvvevvevrvennn 0,200g/100ml de &lcool anidro
Aldeidos em aldeido acético...........c.ccecvvrverrnenee. 0,0309/100ml de alcool anidro
AlCO0IS SUPEIIONES. ... 0,300¢/100mlI de alcool anidro
Furfural.........ooooiiii e 0,005ml/100ml de alcool anidro
MELANOL.........ccvviei i 0,010ml/100ml de alcool anidro
(O00] o] 1= SRS 5,00mg/l do produto.

Uma outra iniciativa adotada pelo governo mineiro foi a criagdo do Programa
Estadual de Incentivo & Produgdo de Aguardente de Qualidade (Pro-Cachaga), Lei n°
10.853/92, regulamentada pelo Decreto Estadual n° 34.645/93, que incentivou a
organizacdo e mobilizacdo dos produtores de cachaca em entidades ou cooperativas. Esta
medida proporcionou aos pequenos produtores algumas facilidades de comercializagdo do
produto e de conhecimentos para melhorar e/ou aprimorar a qualidade do destilado

produzido.

1.3-  Producdo de cachaca de alambique

A matéria-prima usada para a fabricacdo de cachaca é a cana-de-acglcar na fase ideal
de maturacdo. A cana destinada ao processo deve ser cultivada em solos corrigidos e
adubados em quantidades de nutrientes adequadas, para se obter uma boa produtividade,
bem como uma boa qualidade no produto final. A cana usada na producdo do destilado
artesanal é colhida manualmente. Imediatamente depois de cortada, a cana madura e limpa
deve ser moida num prazo maximo de 24 a 36 horas. As moendas separam o caldo do
bagaco que sera usado para aquecer as fornalhas do alambique. O caldo da cana é
decantado e filtrado para em seguida ser levado as dornas de fermentacéo.

O caldo de cana-de-acUcar a ser fermentado apresenta normalmente valores de pH
entre 5,2 e 5,8. A fermentacdo ideal ocorre com o caldo de cana numa concentracdo de

acucar em torno de 14° a 16° Brix (o Brix mede o teor de solidos solGveis). Acima de 16°



Brix, se faz necessario diluir o caldo de cana para garantir a estabilidade do fermento ao
longo de todo o periodo fermentativo (Pataro et al., 2002).

No processo tradicional de producdo de cachaca € utilizado como indculo para a
fermentacdo o chamado “pé-de-cuba” ou “fermento caipira”, o qual visa a propagacao da
microbiota presente nos substratos e equipamentos utilizados na producdo da bebida (Maia
et al.,, 1994). Os ingredientes utilizados na preparacdo do fermento variam conforme a
formula de cada produtor, segundo tradigdes locais. Alguns substratos utilizados
tradicionalmente no “pé-de-cuba” como o farelo de arroz e o fuba de milho sdo usados para
enriquecer nutricionalmente o mosto. Alguns produtores utilizam o caldo de laranja ou
limdo para abaixar o pH. Em geral, os produtores levam de 5 a 30 dias preparando o
fermento; apds este tempo, a biomassa é obtida pela propagacéo sucessiva no caldo de cana
e distribuida pelas demais dornas da destilaria, iniciando o ciclo fermentativo (Ribeiro,
1997; Cardoso, 2001). Alternativamente, o fermento de panificacdo prensado pode ser
usado como inoculo; no entanto, este tipo de fermento foi desenvolvido para atender as
caracteristicas da industria de panificacdo (Pataro et al., 2002).

Em geral a fermentacdo € conduzida por um processo de batelada com
reaproveitamento de indculo, na qual o mesmo fermento € usado sucessivamente
caracterizando o processo fermentativo. Normalmente, a duracdo média do processo
fermentativo do caldo de cana é de 24 horas. O volume inicial do in6culo inicial, quando
sedimentado, equivale normalmente a 20% do volume da dorna de fermentacéo. A dorna €
alimentada lentamente pelo caldo-de-cana, podendo estar pré-aquecido ou ndo, de acordo
com o clima da regido. Ao final da fermentacdo, o mosto é encaminhado, atraves de
tubulacbes, para destilagdo e um novo processo de fermentacao € iniciado.

A destilacdo do mosto é realizada tradicionalmente em alambiques de cobre. O
mosto é aquecido até a mistura entrar em ebuli¢do e iniciar a emissdo de vapores, 0s quais
sdo condensados por resfriamento. O destilado formado é dividido em trés partes,
popularmente denominadas: “cabega”, “coracao” e “cauda”. A primeira fragdo ¢ descartada
por conter grande quantidade de metanol e outros compostos mais volateis como alcoois

superiores, 0s quais em grande quantidade podem ser prejudiciais a qualidade da bebida. A



“cauda” ¢ desprezada ou redestilada por conter grande quantidade de agua e produtos
menos volateis. O “cora¢do”, que corresponde a parte mais nobre da cachaga, é
encaminhada para o envelhecimento.

O envelhecimento é o processo que aprimora o sabor das bebidas e, além disso, € a
etapa final na elaboracdo da cachacga, sendo que o tempo de envelhecimento e o tipo de
madeira empregada nos barris sdo igualmente determinados pelo produtor. Ao término
desta etapa, as amostras de cachaca sdo encaminhadas para analise dos padrbes de
identidade e qualidade que se aprovadas pelos parametros instituidos na legislacao,
permitem que a bebida seja engarrafada e comercializada. A comercializagdo do produto é
regulamentada por lei e o produto deve seguir normas e estar registrado nos Orgaos
competentes (Gravata, 1999; Cardoso, 2001).

1.4- Processo fermentativo

O processo fermentativo consiste na transformacdo dos acgucares fermentaveis no
mosto, constituido de caldo-de-cana e nutrientes, em alcool etilico, gas carbénico e outros
compostos secundarios. A populacdo de microorganismos responsavel pela fermentacdo do
caldo-de-cana é constituida normalmente por uma grande diversidade de leveduras e
bactérias (Sabate et al., 1998). Estes microrganismos sdo capazes de tolerar altas
concentracdes de acucares, baixos valores de pH e altas concentracfes de etanol (Angelis,
1992; Pataro et al., 1998).

A fermentacdo denominada espontanea caracteriza-se por ser conduzida pela
microbiota presente naturalmente nos substratos e/ou equipamentos utilizados no processo
de producdo da bebida. Este tipo de fermentacgdo é tradicionalmente utilizado na producéo
de cachaga no Brasil, vinhos na Europa, bem como na producdo de diversas bebidas
africanas (burukutu, sukete) e de tequila no México (Querol et al., 1992a e b; Sanni &
Lonner, 1993; Lachance, 1995; Morais et al., 1997; Sefa-Dedeh et al., 1999).

O estagio final do processo fermentativo espontaneo invariavelmente é dominado

por cepas tolerantes a altas concentracBes de alcool, as quais pertencem ao grupo de



leveduras Saccharomyces sensu stricto (Pretorius, 2000). Este grupo consiste de quatro
espécies de leveduras: Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
paradoxus e Saccharomyces pastorianus (Vaughan-Martini e Martini 1987).

Dentre as leveduras que participam do processo fermentativo, a espécie
Saccharomyces cerevisiae é a predominante e responsavel pela fermentagdo tanto do vinho
quanto da cachaca (Morais et al., 1997; Pataro et al., 2000; Lambrechts e Pretorius, 2000;
Schwan et al., 2001). Sabe-se ainda que a populacdo de leveduras presente no processo
fermentativo estd em constante mudanca devido a introducdo de novas cepas pela adi¢cdo de
caldo-de-cana e também devido ao fato do processo ndo ser estéril (Morais et al., 1997;
Pataro et al., 1998). Por esta razdo safras distintas podem produzir cachagas com
composicao e caracteristicas diferentes. Porém, associando se a diversidade populacional
das cepas, as praticas operacionais nos alambiques também contribuem para a grande
variedade da cachaca produzida.

Estudos tém sido conduzidos em diversas destilarias de cachaca localizadas em
diferentes regides do estado de Minas Gerais, visando a caracterizacdo fisiologica e
molecular da microbiota envolvida no processo fermentativo (Morais et al., 1997; Pataro et
al., 1998; Vicente et al., 2005). Os resultados do acompanhamento da producéo de cachaga
em algumas destilarias do Estado tém mostrado que durante o processo fermentativo ocorre
uma sucessao de espécies de leveduras, culminando com a predominéncia de S. cerevisiae.
Corréa (1999) observou que os perfis moleculares das linhagens isoladas no final da safra
eram diferentes dos perfis das linhagens que iniciaram a safra do ano seguinte, sugerindo
que as linhagens de S. cerevisiae predominantes no final da safra ndo foram responsaveis
pelo reinicio do ciclo fermentativo do ano seguinte em trés destilarias estudadas. A anélise
do caridtipo das linhagens de S. cerevisiae predominantes nas dornas durante a fermentacéo
mostrou que ha uma grande variagdo do perfil molecular tanto entre as linhagens isoladas
de destilarias diferentes quanto entre aquelas isoladas de uma mesma dorna (Pataro et al.,
2000).

Em outro estudo, durante o ciclo de 24 horas, trés destilarias estudadas

apresentaram um aumento das populacBes de S. cerevisiae do inicio ao fim do processo



fermentativo, apesar da grande sucessao de leveduras encontrada. Foi observado que, a
maioria das espécies que estdo presentes durante as primeiras horas do ciclo fermentativo,
desaparecem até o final do processo fermentativo. Esta diminuicdo provavelmente ocorre
devido a altas temperaturas, pouca disponibilidade de nutrientes e a presenca de
metabdlitos secundarios, que podem provocar a inibicdo do crescimento de cepas de
diferentes espécies. Apesar do grande polimorfismo molecular observado, S. cerevisiae foi
a espécie responsavel pela conducdo da fermentacdo sendo verificada a presenca de

diferentes linhagens ao longo do ciclo fermentativo de 24 horas (Guerra et al., 2001).

1.5-  Producéo de compostos que conferem sabor e aroma

A cachaca, como toda bebida fermentada é formada por uma mistura complexa de
substancias que influenciam no aroma e sabor. Esta mistura é composta principalmente por
agua e alcool etilico, e componentes secundarios 0s quais podem ser agrupados como
alcoois superiores, ésteres de etila, aldeidos, cetonas e acidos organicos. Estas substancias
representam menos de 1% de todos 0os compostos e sdo responsaveis pelas propriedades
organolépticas tipicas da cachaca (Nonato et al., 2001). Em vinhos e “brandies”, os ésteres
e alcoois superiores constituem-se em importantes produtos da fermentacéo das leveduras,
e muito contribuem para o aroma destas bebidas. O aroma de frutas presente no vinho, no
“brandy”, no sake e em outras bebidas ¢ atribuido a compostos como o caproato de etila
(macd), acetato de isoamila (banana), caprilato de etila (macd) e acetato de 2- feniletil
(frutas, flores e mel) (Yoshizawa, 1999; Lilly et al., 2000; Nonato et al., 2001; Falqué et
al., 2001).

Na cachaca, o perfil e o teor dos componentes secundarios podem ser alterados pelo
processo de fabricacdo, pela composicdo do mosto e pelas condigdes de fermentagéo e
destilacdo, sendo que a levedura utilizada possui um proeminente efeito na formacgédo do
“flavor” primario (Gomes, 2002). De acordo com Lilly et al. (2000), mudancas drasticas na
composigdo durante a fermentacdo e destilacdo, geram constituintes quimicos que reagem

lentamente durante o envelhecimento, mudando o equilibrio quimico e resultando em



mudangas graduais no sabor e aroma finais. Neste sentido, ja € conhecido que as maiores
mudangas na produgdo de compostos secundarios em vinhos correspondem as diferentes
especies de leveduras (Fleet e Heard, 1993; Zironi et al., 1993), e dentro das espécies, as
diferentes linhagens (Zea et al., 1994). A influéncia da linhagem €, portanto fundamental e
0 papel das diferentes leveduras associadas a fermentacdo deve ser determinado para
selecdo das linhagens iniciadoras (Longo et al., 1992; Romano et al., 1994).

Na cachaca, assim como no vinho, o0s &lcoois superiores constituem
guantitativamente o maior grupo responsavel pelo aroma da bebida. Estes compostos séo
formados pelas leveduras através de duas vias diferentes. Uma consiste na conversdo de
aminoacidos presentes no meio como valina, leucina, isoleucina, treonina e fenilalanina, em
alcoois superiores através do mecanismo de Ehrlich, o qual também é conhecido como via
catabolica. Este mecanismo envolve a transaminacéo inicial entre um aminoacido e um a-
cetodcido com subseqiiente descarboxilacdo e reducdo. Na outra via 0s alcoois superiores
sdo formados a partir de desaminacGes ou transaminacdes de aminoacido presentes
extracelularmente (Casalone et al., 1997; Yoshizawa, 1999; Lambrechts e Pretorius, 2000;
Sluis et al., 2002).

A sintese de alcool isoamilico, por exemplo, pode ser realizada a partir do o-
cetoisocaproato, um precursor do alcool isoamilio sintetizado na via de sintese de L-leucina
a partir de glicose; ou pelo mecanismo de Ehrlich, onde ocorre a descarboxilacédo e reducédo
de a-cetoacidos. No mecanismo de Ehrlich, os aminodcidos extracelulares séo absorvidos
pelas leveduras e transaminados para formar os o-cetoacidos, os quais sdo descarboxilados
e reduzidos a alcoois superiores como o n-propanol, alcool isobutilico e alcool isoamilico
(Ashida et al., 1987; Yoshikawa et al., 1995; Casalone et al., 1997; Yoshizawa, 1999; Sluis
et al., 2002).

A biossintese de L-leucina a partir de glicose é catalizada por varias enzimas como,
por exemplo, a enzima a-isopropilmalato sintase (a-1PM). O a-cetoisocaproato pode ser
convertido em L-leucina ou alcool isoamilico, sendo que o acimulo de L-leucina afeta a
atividade da a-IPM por “feedback” negativo. A a-IPM sintase é a enzima chave no

controle da via sintética do alcool isoamilico (Satyanarayana et al., 1968). Véarios estudos
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foram realizados com a intensdo de selecionar cepas mutantes resistentes a 5°,5°,5° -
trifluoro-DL-leucina (TFL), um analogo de L-leucina. As cepas resistentes a TFL sao
insensiveis a retroinibicdo por L-leucina o que possibilita 0 acimulo de alcool isoamilico
(Satyanarayana et al., 1968; Ulm et al., 1972; Ashida et al., 1987; Casalone et al., 1997;
Yoshizawa, 1999).

Segundo Yoshizawa (1999), cepas selvagens em presenca de TFL promovem a sua
incorporacdo em proteinas. Estas proteinas ndo funcionam normalmente e a sintese de L-
leucina € inibida, portanto a célula ndo sobrevive a exposicao a este composto. Por sua vez,
mutantes resistentes a TFL ndo apresentam a inibi¢do por L-leucina, desta forma, a célula
ndo somente sobrevive como produz grandes quantidades de alcool isoamilico e de L-
leucina.

A atividade da enzima o-IPM além de ser regulada pelo mecanismo de “feedback”
de inibicdo por leucina (Ulm et al., 1972), a regulacdo também pode ocorrer pela
Coenzima-A (CoA) (Figura 1). A inativacdo por CoA, um mecanismo de controle
adicional, é dependente de Zn?* (Cavalieri et al., 1999). Deste modo, 0 aumento na
concentracdo de CoA, desencadeia uma inativacdo temporaria da biossintese de &lcool
isoamilico e um aumento no consumo de acetil-CoA, permitindo assim a sua canalizacao
para o ciclo do citrato. Contudo, a inibicdo por CoA ocorre apenas quando o Zn* esta
presente (Tracy e Kohlhaw, 1977).

A existéncia de dois mecanismos regulatorios pdés-transcricionais sugere que,
quando um mecanismo falha o outro pode operar. Porém, mutantes com a enzima a-IPM
sintase alterada em um dos dois mecanismos sao resistentes ao analogo de L-leucina (TFL),
0 que favorece a producdo de grande quantidade de L-leucina, indicando que ambos 0s
mecanismos sdo necessarios para a apropriada modulagio da atividade da enzima “in vivo”
(Cavalieri et al., 1999).

Ichikawa et al. (1991) na busca pelo desenvolvimento de leveduras que
produzissem elevados teores de alcoois superiores e ésteres, isolaram cepas de leveduras
resistentes a cerulenina, com uma maior capacidade de produgdo de acido caproico e de

caproato de etila no processo de producéo do sake e sugeriram que 0 acido caproico tem
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Glicose

CoA-Zn2

Alcool isoamilico

I

L-Leucina Acetato deisoamila

Figura 1: Biossintese de L-leucina e formacao de alcool isoamilico e acetato de isoamila. A

a-IPM sintase € a enzima chave no controle desta via sintética. O acumulo de L-leucina e o

Zn** complexado a CoA inibem a atividade da a-1PM.

Fonte: Ashida et al., 1987 e Cavalieri et al., 1999 (adaptado).
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relagdo com a sintese de &cidos graxos. A sintese de acidos graxos na levedura é catalisada
por uma enzima multifuncional, a &cido graxo sintetase. Sendo que a cerulenina é um
inibidor especifico desta enzima (Figura 2). A analise de cepas mutantes resistentes a
cerulenina identificou a mutacdo no gene FAS2, o qual codifica a enzima &cido graxo
sintetase, como responsavel por essa resisténcia e alta producéo de caproato de etila (Asano
et al., 1999 e 2000; Arikawa et al., 2000; Akada et al., 1999 e 2001).

Os ésteres, dentre estes o éster de acetato, contribuem para distinguir o aroma de
bebidas alcoodlicas, mesmo quando em baixas quantidades. Contudo pequenas mudancas na
concentracdo destes esteres podem ter um notavel efeito no sabor do produto (Lyness et al.,
1997). Os ésteres sdo formados intracelularmente em uma reagdo catalisada por uma
enzima e dois substratos, um alcool superior e uma molécula de acetil coenzima A (Mason
e Dufor, 2000). O entendimento do processo regulatorio da sintese destes ésteres é
importante para melhorar o controle de sua produgédo durante o processo fermentativo.

A enzima envolvida na sintese de éster é a alcool acetiltransferase (AATase). Esta
enzima reage com a molécula de acetil-CoA e dependendo do grau de afinidade, reage com
varios alcoois superiores para produzir ésteres (Lilly et al., 2000). Tem sido demonstrado
que, durante a fermentacdo, a taxa de producdo de éster de acetato corresponde a atividade
da AATase (Verstrepen et al., 2003b). Contudo, a atividade desta enzima € reprimida pela
aeracdo e pela adicdo de acidos graxos insaturados ao meio, levando conseqiientemente a
uma reducdo na sintese de ésteres de acetato (Fujii et al., 1997; Kajiwara et al., 1997;
Mason e Dufor, 2000; Verstrepen et al., 2003a).

A purificacdo da enzima envolvida na sintese de ésteres de acetato levou a
identificacdo de duas distintas AATase: AATase | e AATase Il. Estas AATases séo
codificadas pelos genes ATF1 e ATF2, respectivamente (Mason e Dufor, 2000; Verstrepen
et al., 2003a). Entre estes, o gene ATF1 é o que mais tem sido estudado (Fuijii et al., 1997 e
1994; Lyness et al., 1997; Fukuda et al., 1998; Lilly et al., 2000).

A éalcool acetiltransferase I, codificada pelo gene ATF1 tem sido reportada por ser o
maior responsavel pela producdo de acetato de isoamila e de acetato de etila. Em adicéo,

Alvarez et al., (2003) observaram uma clara correlacéo entre a concentragdo de acetato de
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Glicose

Figura 2: Biossintese de acido graxo em leveduras. A sintese de acidos graxos na levedura
é catalisada por uma enzima multifuncional, a acido graxo sintetase. A cerulenina é um

inibidor especifico desta enzima.

Fonte: Ichikawa et al., 1991e Lyness et al., 1997 (adaptado).
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etila e de acetato de isoamila em cervejas, indicando que estes ésteres podem ser
sintetizados por uma mesma enzima. Lilly et al. (2000), estudaram a super expressdo do
gene ATF1 durante o processo fermentativo e observaram um aumento na producdo de
acetato de etila e de acetato de isoamila de cerca de 10 a 12 vezes respectivamente.

Em outro estudo, Verstrepen et al. (2003a) analisaram o produto da fermentacao de
diferentes cepas de S. cerevisiae, por cromatografia gasosa e confirmaram que o nivel de
expressao de ATF1 e ATF2 afeta surpreendentemente a producdo de acetato de etila e de
acetato de isoamila. Sendo que os genes ATF1 e ATF2 juntos sdo 0s responsaveis pela
atividade da enzima &lcool acetiltransferase na produgdo destes ésteres. Contudo, cepas
com delecdo dupla dos dois genes apresentaram producdo consideravel de certos ésteres
tais como acetato de etila, acetato de propila e acetato de isobutila, evidenciando a
existéncia de um mecanismo adicional na sintese destes ésteres.

De acordo com Plata et al., (1998) e Fukuda et al., (1998), os ésteres podem
também ser sintetizados por esterases, via uma reacdo reversa na auséncia de acetil
coenzima A. O acetato de isoamila, por exemplo, pode ser sintetizado a partir de &cido
acetico e alcool isoamilico numa reacgdo catalisada por uma esterase. Os ésteres sdo também
hidrolizados por esterases especificas; deste modo, a producdo de maiores teores de ésteres
como o acetato de etila, o acetato de isoamila e o caproato de etila dependem da
disponibilidade dos precursores e do controle das atividades das enzimas envolvidas na
sintese e na hidrolise destes compostos. (Lyness et al., 1997; Fukuda et al., 1998;
Yoshizawa et al., 1999; Lilly et al., 2000).

1.6 - Uso de cepas selecionadas

O uso de cepas selecionadas que contribuam para a manutencdo da identidade e da
qualidade da cachaca produzida pode se constituir em uma alternativa importante para o
processo fermentativo. A fermentacdo com linhagens selecionadas tem como vantagem
favorecer um inicio mais rapido do processo, evitar os riscos de contaminacdo apresentados

pela fermentacdo esponténea, taxas de fermentagdo mais rédpidas e uniformes, maior
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rendimento e qualidade do produto resultante e eliminacdo de variagcGes no sabor da bebida
(Fleet e Gillian, 1985; Martinez et al., 1990; Sanni e Lonner, 1993; Romano et al., 2003).

A busca de linhagens iniciadoras e a caracterizacao de leveduras que prevalecem no
processo fermentativo da cachaca poderdo permitir uma interferéncia bem sucedida no
processo e estabelecimento de padrdes de qualidade elevados para o produto final.
Contudo, h& necessidade de estabelecimento de pardametros que levem a escolha de cepas
que se adaptem as condicdes de producdo, e que contribuam para manter ou melhorar a
qualidade da cachaca. O ideal é que cada destilaria selecione sua propria cepa considerando
a prevaléncia e as caracteristicas fermentativas adequadas para producdo de uma cachaca de
boa qualidade.

Na moderna fabricacdo de vinhos, a levedura Saccharomyces cerevisiae é muito
usada na fermentacdo e alguns estudos mostram que varias cepas desta levedura produzem
quantidades diferentes de compostos volateis na bebida. Estes estudos ainda demonstram
que a inoculacdo de cepas selecionadas contribui para melhorar as caracteristicas do vinho,
sendo portanto importante conhecer os diferentes potenciais de producdo de compostos
volateis das cepas de S. cerevisiae para escolher a melhor cepa para a producdo de um
vinho com mais qualidade (Fraile et al., 2000; Ostergaard et al., 2000; Vianna e Eberler,
2001; Falque et al., 2001; Hernandez-Orte et al., 2002; Patel e Shibamoto, 2002).

A levedura S. cerevisiae é tradicionalmente utilizada na fabricacdo de cerveja,
vinho, destilados e pédo, sendo necessario que cada cepa tenha caracteristicas especificas
para cada processo. A produtividade e a eficiéncia da fermentacéo, a tolerancia ao etanol e
a temperatura, a resisténcia a altas concentra¢fes de acucar, a habilidade de flocular, a de
produzir certos componentes do aroma da bebida e a resisténcia as micocinas de leveduras
contaminantes sdo algumas caracteristicas desejaveis as linhagens de leveduras
selecionadas para o processo fermentativo de produgéo de bebidas. E importante considerar
também algumas caracteristicas indesejaveis como, por exemplo, alta acidez volatil e
producéo de sulfeto de hidrogénio durante o processo de selecdo de leveduras (Ribeiro e
Horii, 1999; Ostergaard et al., 2000).
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Algumas regides produtoras de vinhos na Austrélia e na Nova Zelandia (Thornton,
1991), tém utilizado linhagens selecionadas como iniciadoras da fermentagdo. O inicio da
producdo de leveduras desidratadas ha duas décadas atras foi uma etapa importante para
tentar superar o problema de contaminacdo das fermentacdes de vinho (Schutz e Gafner,
1993). Além do vinho, ha relatos de utilizagdo de leveduras selecionadas para a producao
de cachaca, como o trabalho desenvolvido em destilarias do Estado de Minas Gerais por
Gomes (2002), no qual foi mostrado que duas linhagens de S. cerevisiae foram capazes de
permanecer dominando a fermentacdo por até 30 dias consecutivos. Apds este periodo,
linhagens selvagens de S. cerevisiae apresentaram populacfes iguais ou superiores as das
linhagens iniciadoras testadas.

Segundo Lambrechts e Pretorius (2000), culturas iniciadoras tém sido
desenvolvidas para fermentar com maior rapidez e eficiéncia, produzindo vinhos com
caracteristicas desejaveis. Contudo, leveduras indigenas ndo - S. cerevisiae podem ter um
efeito favoravel no desenvolvimento do sabor final (Lambrechts e Pretorius, 2000; Romano
et al., 2003). O efeito de interacBes sinérgicas entre diferentes cepas de leveduras e seu
efeito nas propriedades sensoriais da bebida precisa ainda ser investigado.

As culturas iniciadoras conseguem dominar o processo fermentativo porque sé&o
adicionadas em altas concentracfes, prevalecendo sobre a microbiota indigena. No entanto,
estudos mostram que apesar disso, a flora transitoria tém uma participacdo importante no
processo (Barros Lopes et al., 1996). Segundo Longo et al. (1992), estas linhagens
mostram uma maior adaptacdo ao meio e as condi¢des particulares da fermentacdo, além de
produzir aromas e sabores tipicos da regido. Pesquisas tém sido desenvolvidas em varias
partes do mundo a fim de desenvolver tecnologias para agregar aos produtos uma alta
qualidade para enfrentar as exigéncias do mercado consumidor. Os resultados dessas
pesquisas tém demonstrado que a qualidade das bebidas estd relacionada com a
padronizacdo do processo e com a ecologia microbiana presente no mosto fermentado, ja
que as diferentes espécies e suas populacGes determinam os tipos e concentracfes das
varias substancias que contribuem para o sabor e o aroma das bebidas (Romano et al.,
1998; Lambrechts e Pretorius, 2000).
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1.7-  Caracterizagdo molecular de cepas

Atualmente, um grande numero de cepas selecionadas de leveduras tem sido
utilizado para producdo de bebidas alcodlicas. A caracterizacdo destas cepas € necessaria
para controle da qualidade do produto final e para controlar o processo fermentativo,
assegurando que este foi realmente conduzido pelas cepas inoculadas (Querol et al.,
1992a). Assim, o uso de técnicas que tornem possivel a distin¢do entre cepas inoculadas e
cepas remanescentes presentes da flora indigena é importante e possui um grande interesse
industrial (Plengvidhya et al., 2003).

As cepas utilizadas no processo fermentativo estdo associadas ao nicho ecoldgico e
possuem um importante papel tanto na fermentacdo espontanea quanto na inoculada
(Cocolin et al., 2004). Estas cepas de S. cerevisiae diferem entre si significativamente em
sua performance fermentativa e em sua contribui¢cdo para o sabor final e qualidade da
bebida. Contudo a caracterizacdo de cepas selecionadas é dificil visto que, a maioria destas
pertencem a espécie S. cerevisiae, o que torna limitado o uso de métodos morfoldgicos,
fisioldgicos e bioquimicos classicos para distincdo entre as cepas (Barros Lopes et al.,
1996; Fernandez-Espinar et al., 2001). Com o aumento da introducdo de culturas
iniciadoras no processo fermentativo houve uma grande necessidade de desenvolvimento
rapido de métodos simples e eficientes para monitoramento no decorrer da fermentacao
(Lopéz et al., 2003). Por esta razdo métodos moleculares tém sido adotados para
identificacdo e caracterizacdo de cepas.

Atualmente, além dos testes fisiologicos para identificacdo e separacdo de
linhagens de levedura, técnicas moleculares como cariotipagem, analises de DNA
mitocondrial e analise de DNA gendmico tém sido utilizadas (Querol et al., 1992a;
Fernandez-Espinar et al., 2001; Guerra et al., 2001; Legras e Karst, 2003; Mariangeli et al.,
2003 Cocolin et al., 2004; Schuller et al., 2004a). Cada um destes métodos permite uma
distingdo mais precisa entre as linhagens de S. cerevisiae, uma vez que a sistematica de
leveduras baseada em critérios morfoldgicos, fisioldgicos e bioguimicos provou ser

inadequada para a determinagdo de espécies, principalmente em grupos de leveduras de
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perfil nutricional restrito, como é o caso do género Saccharomyces. Embora estes critérios
continuem sendo usados para identificacdo de um isolado ndo conhecido (Barnett et al.,
1990), estas caracteristicas fisiologicas sdo determinadas apenas por uma pequena fracdo do
genoma (Barros Lopes et al., 1998). Recentemente, caracteristicas fenotipicas usadas na
sistematica de leveduras tém sido combinadas com o emprego de técnicas moleculares que
possibilitem o acompanhamento da dinamica de populagdes de microrganismos durante o
ciclo fermentativo (Querol et al., 1992a; Comi et al., 2000). Desta forma, € possivel
verificar a influéncia de pardmetros como nutrientes, temperatura e aeracdo das dornas no
surgimento ou desaparecimento de espécies e correlacionar este acontecimento com a
qualidade da cachacga produzida.

Diferentes estratégias baseadas na andlise do polimorfismo de DNA tém sido
utilizadas para diferenciar linhagens de S. cerevisiae envolvidas em fermentagdo alcoolica
(Querol e Ramon, 1996). Estas estratégias sdo ferramentas poderosas, ndo somente para
controle industrial e tecnolégico, mas também para pesquisa ecoldgica dentro da
diversidade intraespecifica da microbiota indigena de fermentacdes espontaneas, como por
exemplo, aquela que ocorre na producdo do vinho (Versavaud et al., 1995; Pataro et al.,
2000, Guerra et al., 2001).

Os estudos de cariétipos tém permitido descrever o comportamento das populacoes
particulares e intervir no processo fermentativo, elucidando o carater individual de cada
fermentacdo espontanea ou por linhagem iniciadora especifica (Schutz e Gafner, 1992;
1994). Estudos realizados por Thornton (1991) e Sabate et al. (1998) também
demonstraram que diferentes linhagens de S. cerevisiae podem ser observadas durante o
processo fermentativo de vinhos, sendo que poucas linhagens predominam no estagio final
do processo. A andlise do caridtipo das linhagens de S. cerevisiae predominantes nas
dornas durante a fermentacdo do mosto mostrou que ha uma grande variacdo do perfil
molecular tanto entre as linhagens isoladas de destilarias diferentes quanto entre aquelas
isoladas de uma mesma dorna (Pataro et al., 2000). Este polimorfismo também foi
observado nas linhagens de S. cerevisiae isoladas durante diferentes periodos de producédo

de cachaga (Corréa, 1999). E possivel que esta diversidade molecular encontrada em S.
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cerevisiae seja devida as caracteristicas peculiares do processo de producdo da cachaga,
como por exemplo, alta concentracdo de etanol e temperatura elevada (Pataro et al., 2000;
Guerra et al., 2001).

Ap0s a padronizacdo dos métodos de cariotipagem e analise do DNA mitocondrial
para caracterizacdo de cepas de leveduras, varios estudos tém mostrado que diferentes
linhagens de S. cerevisiae estdo envolvidas simultanea ou sucessivamente na fermentacéo
espontanea do vinho, e ainda, que as linhagens variam com a regido geografica, condigdes
climaticas, época do ano e substratos (Vezinhet et al., 1992; Sabate et al., 1998; Esteve-
Zarzoso et al., 2000; Schller et al., 2004b). Sabate et al. (1998), observaram uma ampla
distribuicdo de algumas linhagens de S. cerevisiae em determinadas regies vinicolas e a
permanéncia destas linhagens ao longo de dois anos, sugerindo a ocorréncia de linhagens
nativas especificas, representantes de determinada regido, havendo uma forte correlacdo
entre a origem geogréfica e as caracteristicas genéticas das linhagens. A ampla existéncia
de linhagens especificas de S. cerevisiae em diferentes regifes vinicolas representa uma
adaptacdo dessas linhagens a microambientes especificos. Alguns pesquisadores acreditam
que bons resultados podem ser obtidos usando linhagens originais destes microambientes
como iniciadoras (Esteve-Zarzoso et al., 2000).

Em outro estudo, Versavaud et al. (1995) estudou a diversidade genética e
distribuicdo geografica de diferentes cepas de leveduras S. cerevisiae obtidas em uma area
produtora de vinho na Franca. Em seus resultados foi observado que a populacdo de S.
cerevisiae desenvolvida durante o processo fermentativo é policlonal, ou seja, é constituida
de varias cepas geneticamente distintas, crescidas simultaneamente, sendo que uma ou duas
cepas predominaram no final processo fermentativo representando 50% da biomassa total.
Contudo, nenhuma correlacdo entre diversidade genética e localizacdo geografica foi
evidenciada neste estudo.

O desenvolvimento da PCR (Polymerase chain reaction) tem aberto novos caminhos
para a discriminacdo de linhagens fermentadoras de vinho utilizando a amplificacdo de
sequéncias aleatdrias ou especificas. Uma das vantagens da PCR é que varias areas do

genoma podem ser comparadas e analisadas. A PCR tem sido muito eficiente na
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diferenciacdo de linhagens comerciais de origem vinicola e entre leveduras n&o
Saccharomyces presentes no mosto (Barros Lopes et al., 1998). Outro método que vem
sendo muito usado na diferenciacdo molecular € a cariotipagem, sua aplicacdo permite a
diferenciacdo de cada cepa pela variabilidade da constituicdo cromossomal. Apesar de
eficiente esta técnica é complexa, requer equipamentos sofisticados e por ser bastante
demorada ndo permite a andlise simultanea de um grande nimero de amostras (Querol et
al., 1992a; Fernandez-Espinar et al., 2001; Schuller et al., 2004a). De acordo com Guerra et
al., (2001) trés isolados de cachaca inicialmente identificados como S. cerevisiae através de
métodos fisiologicos e por cariotipagem, mostraram perfis de bandeamento completamente
distintos daqueles observados em outras linhagens de S. cerevisiae, quando utilizada a
técnica de RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA). A analise molecular
combinando varios métodos moleculares em conjunto com métodos tradicionais de
caracterizacdo fisiologica e morfolégica pode ser muito Util na discriminacdo de cepas S.
cerevisiae de cepas da populacgdo indigena (Cappello et al., 2004).

Visto que, estudos para selecdo de cepas de leveduras utilizadas na producédo de
cachaca ainda sdo muito preliminares, Vicente et al. (2005) desenvolveram uma
metodologia para selecionar cepas de S. cerevisiae utilizadas na producdo de cachaga que
produzam elevados teores de compostos aromatizantes (INPI-MG Protocolo 315,
17/03/2003).

Neste trabalho foi aplicada a metodologia descrita por Vicente et al. (2005) para
selecdo das cepas com caracteristicas adequadas ao processo fermentativo e através de
técnicas moleculares observamos a diversidade genética e a distribuicdo geografica das
cepas. Pretende-se no futuro utilizar as cepas selecionadas como linhagens iniciadoras do

processo fermentativo da cachaca.
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2.2-

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Isolar, selecionar e caracterizar cepas de Saccharomyces cerevisiae de diferentes
regides do Estado de Minas Gerais, com a finalidade de utiliza-las como fermento
selecionado no processo de producéo de cachaca de alambique.

Objetivos Especificos

Quantificar agentes que conferem sabor e aroma especificos nas cachacas de

determinadas regides de Minas Gerais;

Isolar cepas Saccharomyces cerevisiae a partir de processo de producdo de cachaca

em quatro destilarias de diferentes regides do Estado de Minas Gerais;

Selecionar as cepas com caracteristicas apropriadas para atender as condigdes

empregadas no processo de producdo da cachaca de alambique;

Proceder a caracterizacdo molecular das cepas selecionadas, examinando ainda a

existéncia de diferencas a este nivel através de técnicas distintas;

Determinar os niveis de compostos que conferem sabor e aroma em produtos de

fermentacdo com a utilizagéo de cepas selecionadas;

Comparar a expressdo do gene ATFI entre as cepas selecionadas durante a

fermentagdo em laboratorio.
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3- Material e Métodos

3.1- Coleta das amostras

As amostras de mosto foram coletadas em frascos de vidro estéreis, devidamente
identificados. Os frascos foram mergulhados nas dornas coletando-se aproximadamente
150 ml de mosto. Esses frascos foram acondicionados em gelo, transportados até o
laboratdrio e processados (maiores detalhes consultar item 3.4 de materiais e métodos).

As amostras de solo, cana e cachacga foram fornecidas pelos produtores das cidades
de Arax4, Lavras, Jequitinhonha, Perdizes, PerdGes e Salinas.

3.1.1- Amostras de solo

Do solo de cultivo da cana foram retiradas amostras na profundidade de 0 a 20 cm e
de 20 a 40 cm em cada area selecionada, para analise quanto ao teor de Zn. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos rotulados indicando a profundidade e a localidade
de cada amostra.
3.1.2- Amostras de cana

Foram colhidos trés pedacos de cana de trés plantas diferentes em regides distintas
do canavial. Foi selecionada para corte a parte acima dos dois primeiros gomos com 0
segundo corte a partir do terceiro gomo. As amostras foram acondicionadas em saco
plastico com identificacdo e mantidas sob refrigeracéo até o momento de uso.

3.1.3- Amostras de cachaca

Os produtores forneceram amostras de cachaca envelhecidas por dois anos em barris

de carvalho.
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3.2-

Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura:

o Meio YP

O meio YP (Yeast Peptone) é composto por extrato de levedura (1%), bacto-
peptona (2%) e agar 2% (para meio sélido). Nos experimentos realizados neste
trabalho foram utilizadas diferentes fontes de carbono em concentragdes

variadas.

e  Meio YPD para isolamento de leveduras

O meio YP para isolamento de leveduras é composto por peptona 0,5%,
extrato de levedura 0,1%, glicose 2% e agar 2%. No momento do plaqueamento
foram adicionados 100 pg/ml do antibiotico ampicilina para prevenir

contaminacgao por bactérias.

o Meio minimo

O meio minimo é composto por 0,67% de base nitrogenada sem
aminoacidos, agar 1,5% (meio solido), pH 6,5. Foram utilizadas como fonte de
carbono (p/v): etanol 2%, galactose 2%, glicerol 2%, glicose 2%, lactose 2%,
maltose 2%, manitol 2%, rafinose 2% e sacarose 2%. As fontes de carbono
foram autoclavadas separadamente e adicionadas ao meio no momento do

plagueamento.

o Meio Yeast Carbon Base (DIFCO Laboratories)
O meio Yeast Carbon Base (DIFCO Laboratories) sem nitrogénio, foi
preparado conforme indicado pelo fabricante. As fontes de nitrogénio utilizadas

foram: lisina e etilamina.
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o Meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories)
O meio Bismute Sulfite Agar (DIFCO Laboratories) utilizado para avaliar se
as leveduras isoladas eram produtoras de H,S, foi preparado conforme

indicado pelo fabricante.

o Meio YEPD-MB (Yeast Extract Peptone Dextrose — Methylene Blue)
O meio YEPD-MB utilizado para verificar se as leveduras isoladas eram
produtoras de micocinas (teste Killer), € composto por extrato de levedura
(1%), peptona (2%), glicose (2%) e agar (3%). Para manter o pH 4,5 foi
utilizado o tampéo fosfato composto de citrato-fosfato 0,1M. No momento

do plagueamento foram adicionados 0,01% azul de metileno.

3.3-  Analise do teor de Zn nas amostras de solo e cana
3.3.1- Amostra de solo
3.3.1.1- Preparo da amostra

A amostra de solo previamente identificada foi colocada em Becker de 1000 ml. A
completa secagem da amostra foi efetuada em estufa com circulacdo de ar forcada, a
temperatura de 30° C. Apds a secagem, a amostra foi passada por uma peneira com malha
de 2 mm. A parte retirada na peneira foi descartada e a TFSA (terra fina seca ao ar) foi
dividida por quartenagem como descrito em Embrapa (1999). A amostra foi entdo
transferida para saco plastico devidamente identificado e reservada.

3.3.1.2- Digestéo e analise da amostra de solo

Foram pesados 5,0 g de TFSA e colocados em um erlemeyer de 125 ml. Logo ap06s
foram adicionados 50 ml de solucéo extratora duplo-acida (HCI 0,05 M, H,SO,4 0,0125 M),
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o frasco foi tampado e a mistura agitada em um agitador horizontal circular a 125 rpm
durante 5 minutos (Incubador Rotatério New Brunswick Model G25). Em seguida a
mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente por aproximadamente 6 horas.
Ap0s esta etapa a suspenséo formada foi filtrada a vacuo em papel de filtro Whatman n° 42.
O filtrado foi separado para determinacdo de Zn por espectrofotometria de absorgéo
atdmica no aparelho Varian-SpectrAA-200.

3.3.2- Amostra de cana

3.3.2.1-Preparo da amostra

A cana previamente fornecida pelo produtor e mantida sob refrigeracdo foi lavada e
picada. O caldo foi obtido por meio de moedor de cana manual (engenho), a cana usada
para extracdo do caldo foi obtida da parte média sem 0s nos e com a casca. Para analise foi
utilizado um volume de caldo correspondente a 0,5 g de cana. Para isso a cana foi pesada
em balanca analitica (Sartorius), antes da moagem e o volume obtido foi posteriormente

quantificado.

3.3.2.2-Digestao e andlise da amostra de cana

O volume correspondente a 0,5 g de cana foi transferido para um erlemeyer de 125
ml. Logo depois foram adicionados 25 ml de HCI 1M e o peso total foi anotado. A mistura
foi entdo aquecida durante 15 minutos em banho—maria a 80° C (New Brunswick Innova-
3000), em seguida foi levada a agitacdo durante 15 minutos a 250 rpm (Incubador Rotatorio
New Brunswick Model G25). Apds o resfriamento a agua evaporada foi reposta até atingir
0 peso inicial e a amostra foi filtrada a vacuo. O filtrado obtido foi separado para
determinacdo de Zn por espectrofotometria de absor¢do atbmica no aparelho Varian-
SpectrAA-200 (Embrapa, 1999).
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3.4- Isolamento das leveduras

As amostras de mosto coletadas foram submetidas a diluicdo seriada em agua estéril
(1:100; 1:1000; 1:10000; 1:100000) e aliquotas de 250 pl foram inoculadas, em triplicata,
em placas de Petri grandes contendo o meio YPD 2% e ampicilina. Foram isoladas
aproximadamente 1000 colonias de leveduras de cada amostra coletada. Estas coldnias
foram transferidas por “replica plating” para placas contendo YPD e incubadas a 30° C por

48 horas.

3.5-  Testes bioquimicos para identificacdo taxondmica das leveduras

As leveduras isoladas foram submetidas a testes bioquimicos de crescimento em
diferentes fontes de carbono e de assimilacdo de nitrogénio. Apos o crescimento em YPD
2% as leveduras foram transferidas por “replica plating” para meio Yeast Carbon Base
(DIFCO Laboratories) contendo a fonte de nitrogénio a ser testada e meio YPD 2% para
manutencdo da cultura e incubadas a 30° C por 48 horas. As leveduras com caracteristicas
compativeis com Saccharomyces cerevisiae de acordo com a metodologia desenvolvida por
Vaughan-Martini e Martini (1983) foram selecionadas e submetidas aos demais testes de
assimilacdo de fontes de carbono.

Para tanto, as leveduras foram inoculadas por “replica plating”, em placas de Petri
contendo meio YP e a fonte de carbono a ser testada. As placas foram incubadas a 30° C
por 48 horas e o crescimento foi observado. As leveduras que apresentaram crescimento de
acordo com a chave de identificagdo para Saccharomyces cerevisiae foram submetidas aos

demais testes.

3.6-  Teste de floculacéo

Cepas de leveduras isoladas e selecionadas foram inoculadas em meio sélido YPD

2% e incubadas a 30° C por 48 horas. Cada levedura foi inoculada em um tubo contendo 4
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ml de YP com 2% de glicose. Os tubos foram incubados a 28° C por 24 horas, sob agitagdo
a 200 rpm (Incubador Rotatério New Brunswick Model G25). Apds esse periodo a
floculacéo foi avaliada visualmente (Jin e Speers, 1998 e 2000; D hautcout e Smart,1999;
Verstrepen et al., 2001).

3.7-  Avaliacéo da producéo de H,S

Cepas de leveduras isoladas e selecionadas foram crescidas em agar YPD 2% a 30°
C por 48 horas. Apds o crescimento as leveduras foram inoculadas por “replica plating” em
placas contendo o meio Bismuth Sulfite Agar (DIFCO Laboratories) e incubadas a 30° C
durante 72 horas. As coldnias de leveduras que apresentaram coloracao negra apos o tempo

de incubacdo foram consideradas produtoras de H,S (Jiranek et al., 1995).

3.8- Testes de tolerancia a diferentes tipos de estresse para as leveduras

selecionadas
3.8.1- Teste de tolerancia ao alcool

As leveduras foram inoculadas em meio s6lido YPD 2% e incubadas a 30° C
durante 48 horas. Apds o crescimento as leveduras foram transferidas por “replica plating”
para meio YPD 2% contendo etanol a 10%, 15% e 20%. As placas foram incubadas a 30° C
durante 48 horas.
3.8.2- Tolerancia a temperatura

As leveduras resistentes a maior concentracdo de etanol do teste anterior foram

repicadas em placas de Petri contendo meio YPD 2% contendo a concentracdo de etanol

tolerada. Em seguida as placas foram incubadas a 30° C e 37° C por 48 horas.
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3.9- Teste de resisténcia a 5,5",5 -trifluoro-DL-leucina (TFL) e a Cerulenina

3.9.1- Teste de crescimento na presenca de TFL

As leveduras foram crescidas em placas contendo YPD e incubadas a 30° C por 48
horas, em seguida elas foram transferidas por “replica plating” para placas de Petri
contendo meio minimo com glicose (2%) como fonte de carbono, suplementadas ainda com
1mM de TFL, e incubadas a 30° C por 72 horas. As leveduras foram avaliadas quanto a
sensibilidade ou a resisténcia a TFL (Ashida et al., 1987 e Casalone et al., 1997).

3.9.2- Teste de crescimento na presenca de cerulenina

As leveduras foram inoculadas em meio s6lido YPD 2% e incubadas a 30° C
durante 48 horas. Ap6s o crescimento as leveduras foram transferidas por “replica plating”
para meio minimo contendo glicose 2% suplementada com 25 uM de cerulenina. As placas
foram incubadas a 30° C por 72 horas. As leveduras que cresceram em tais condi¢Ges foram

consideradas resistentes a cerulenina. (Ichikawa et al., 1991).

3.10- Determinacdo da atividade enzimética da invertase

3.10.1- Pré-inoculo e crescimento das leveduras

As leveduras foram inoculadas em meio sélido YPD 2% e incubadas a 30° C
durante 48 horas. Apos este periodo as leveduras foram inoculadas em 5 ml de meio YPD
4% e de meio YP Rafinose 2%, e crescidas durante 24 horas a 28° C, sob agitacdo
(Incubador Rotatério New Brunswick Model G25). O crescimento foi acompanhado
medindo-se a densidade otica (DO) a 600nm em espectrofotdmetro (Beckman Model DU-
68). O crescimento prosseguiu até a DOggo nm atingir uma unidade (Salgado et al., 2002).
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3.10.2-Preparo de extratos celulares para determinacdo da atividade enzimatica da

invertase

Apdbs o crescimento a cultura foi centrifugada durante 5 minutos, a 4° C, a 1.000g
(Beckman GS-6R). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 3 ml de
dgua destilada gelada. A amostra foi novamente centrifugada; o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular ressuspenso em 3 ml de tampdo imidazol 200 mM
(imidazol 200 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7,0) e centrifugado nas mesmas
condigBes. O procedimento anterior foi repetido duas vezes e o sobrenadante descartado.
Apos esta etapa adicionou-se 1 ml de tampéo imidazol 50 mM (imidazol 50 mM, MgCl, 40
mM, KCI 400 mM, pH 7,0) e 0,5 g de perola de vidro em cada tubo. As células foram entéo
rompidas por agitacdo em vortex (em intervalos de tempo de 60 segundos por trés vezes)
com repouso em gelo por 60 segundos apds cada agitacdo. A amostra foi centrifugada a
1.000g por 5 minutos, a 4° C (Beckman GS-6R). O sobrenadante foi transferido para um
tubo eppendorf e centrifugado por 5 minutos a 12.000g (Heraeus Spatech, Biofuge 13). O
sobrenadante foi recolhido em tubos de amostra do aparelho COBAS-FARA (Roche). O
extrato livre de células foi estocado a temperatura de —20° C até 0 momento da dosagem da
atividade invertasica (Salgado et al., 2002).

3.10.3- Dosagem da invertase

A dosagem da enzima invertase foi realizada no aparelho de dosagens bioquimicas
COBAS-FARA (Roche). Uma solucéo de sacarose 0,3 M em acetato de potassio 100 mM,
pH 5,1 foi utilizada como substrato para a reacdo. Apos 10 minutos de incubacdo a 30° C, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de NaOH 1M e em seguida adicionado igual volume de
HCI 1 M para neutralizar o pH da reacdo. Apos este procedimento a glicose liberada foi
determinada pela reacdo de glicose-oxidase/peroxidase, tendo a ortodianisidina como
reativo de cor e a leitura da absorbancia foi feita a 546 nm (Goldstein e Lamen, 1975;

Celenza e Carlson, 1989). A atividade da enzima invertase foi expressa em U. A. E.
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(Unidade de atividade de enzima), sendo que 1 U. A. E. é definida como a quantidade de

enzima capaz de hidrolizar 1 nmol de substrato por minuto por mg de proteina.

3.11- Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina foi realizada segundo o método de Lowry et al. (1951),
também adaptado as condicGes do aparelho de dosagens bioguimicas COBAS-FARA
(Roche).

3.12- Teste de producéo e de resisténcia a micocinas

As leveduras foram crescidas em placas contendo YPD e incubadas a 30° C por 48
horas. Apos o crescimento as coldnias de leveduras foram dissolvidas em 1ml de solucéo
salina (0,9% de NaCl).

O meio YEPD-MB foi distribuido em placas de Petri. Ap6s 24 horas, foram
adicionados 100 pl de solucdo salina contendo a levedura Candida glabrata NCYC 388 ou
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006, utilizadas como cepas sensiveis e produtoras de
micocinas respectivamente, as quais foram homogeneizadas com o auxilio de uma alca de
Drigalski. Em seguida foram aplicados 5 pl da levedura teste em pontos previamente
identificados. As placas foram entdo incubadas a 25° C durante 7 dias para verificar a
producdo e a resisténcia ou sensibilidade a micocinas produzidas pelas cepas “killer” de
referéncia. As cepas foram identificadas como produtoras de micocinas pela formacao de
um halo azul escuro de col6nias mortas pela toxina produzida (Pataro et al., 1998).
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3.13- Identificacdo molecular das cepas

3.13.1-PCR - ITS (col6nia)

Para amplificacdo da regido do ITS (internal transcribed spacer region) que
corresponde a regido intergénica do DNA ribossomal de leveduras, foram utilizados os
primers ITS1 (T CCG TAG GTG AAC CTG CGG) e ITS 4 (T CCT CCG CTT ATT GAT
ATG C), como descrito por White et al. (1990). A reacdo de amplificacdo foi realizada com
3 ul do tampéo 10X, 0,2 mM de dNTP, 20 pmol de cada primer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase em um volume final de 30 pl e 1 colonia como DNA template. As condigdes de
amplificacdo foram uma desnaturacdo inicial a 94° C por 4 minutos; 40 ciclos de
desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 55° C por 1 minuto e extensdo a 72° C por

1 minuto com uma extenséo final a 72° C por 10 minutos.

3.13.2-Eletroforese em gel de agarose

O produto de PCR (6 ul) foi misturado com 1 pl de loading buffer (6X — azul de
bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25% e sacarose 40% p/v) e separado em gel de agarose
1,2% (w/v) com tampdo TAE 1x (0,04 M TRIS, 1ImM EDTA, pH 8,0 ajustado com &cido
acético). Apos a corrida eletroforética o gel foi corado com brometo de etidio (solucéo
estoque 10 mg/ml) sob agitacdo por 10 a 30 minutos. Um marcador de 1KB DNA

(Invitrogen) foi usado como padréo.

3.13.3- Purificagdo do produto de PCR

Um volume de 15 ul do produto de PCR diluido em 210 pl de TE (10 Mm Tris,
1mM EDTA, pH 8), foi acrescentado de 25 pl de acetato de sodio 3M pH 5,1 e 250 ul de
PCI (fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, 25:24: 1), a mistura foi homogeneizada no vortex
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e centrifugada a 12.000g por 2 min (Heraeus Spatech, Biofuge 13). Retirou-se
aproximadamente 230 pl da fase superior, a qual foi transferida para um novo tubo
eppendorf. Para precipitar o DNA adicionou-se 2 volumes de etanol 100% gelado. O tubo
foi mantido a —70° C por 1 hora. Em seguida procedeu-se uma centrifugacao a 12.000g por
15 minutos (Heraeus Spatech, Biofuge 13). O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco
a 68° C por 15 minutos e ressuspenso em 20 pl de agua Milli-Q.

3.13.4- Digesté&o do fragmento de ITS

O fragmento de DNA resultante da purificacdo foi digerido com as enzimas de
restricdo Cfol, Haelll e Hinfl, como sugerido por Heras-Vasquez et al. (2002). Para cada
reacao de digestdo foram utilizados 5 pl de DNA (0,3 ng), 1,5 pl de tampéo de acordo com
as instrucdes dos fabricantes, 0,5 pl de enzima e agua esteril suficiente para um volume

final de 15 pl por tubo. As amostras foram entéo colocadas em estufa a 37° C “overnight”.

3.13.5- Eletroforese em gel de acrilamida

A analise dos fragmentos resultantes da digestdo foi conduzida em gel de acrilamida
6%, a 120 volts por aproximadamente 3 horas. Apos a corrida o gel foi corado com prata
passando por uma solucdo inicial de fixacdo (etanol 10% e acido acético 0,5%) durante 3
minutos. Houve uma lavagem rapida com agua, em seguida o gel foi deixado por 5 minutos
na etapa de coloracdo (etanol 10%, &cido acético 0,5% e nitrato de prata 12 mM). Logo
apos procedeu-se nova lavagem com agua durante 2 minutos. Por fim, foi utilizada a
solucéo de desenvolvimento (NaOH 0,75 M e formaldeido 38%) até o aparecimento da cor.

Um marcador de 1KB DNA (Invitrogen) foi utilizado como padréo.
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3.14- Anélise do Polimorfismo molecular das cepas

3.14.1-RAPD-PCR

3.14.1.1-Preparacéo do DNA gendomico de leveduras

As leveduras foram crescidas em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio YPD 2%,
a 28° C sob agitacdo de 200 rpm (Incubador Rotatorio New Brunswick Model G25) até a
fase estacionaria. A cultura foi centrifugada a 1.000g por 5 minutos e as células foram
lavadas com 500 pl de agua Milli-Q estéril. Apds centrifugacdo a 6.000g por 5 minutos, as
células foram ressuspensas em 300 pl de tampéo de extracdo (sorbitol 1M, citrato de sodio
100mM, EDTA 60mM, pH 7) e foi acrescentado 20 pl de solucéo de liticase (0,3 mg/ml de
liticase e 8 pl /ml de b-mercaptoetanol em tampé&o de extragdo). A suspenséo foi agitada e
incubada a 37° C por 3 horas. Apds este periodo adicionou-se 400 pl de solucdo de lise
(SDS 2% em Tris/HCI 50mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) e incubou-se a mistura por 10
minutos a temperatura ambiente. A seguir adicionou-se 200 pul de NaCl 5M e ap6s 2 horas
no gelo, procedeu-se uma centrifugacdo a 12.000g por 10 min. O sedimento celular foi
ressuspenso em 300 pl de TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0). Em seguida
prossegui-se a extracdo do DNA pela adicdo de 400 ul de PCI (fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico, 25:24:1) e homogeneizacdo em vortex por 2 minutos. Apos este procedimento,
a amostra foi novamente centrifugada a 12.000g por 5 minutos. A camada superior foi
transferida para um novo tubo eppendorf previamente identificado, adicionando-se em
seguida dois volumes de etanol PA para precipitacdo do DNA. O tubo foi entdo colocado
por 5 minutos a —70° C. Em seguida procedeu-se nova centrifugacdo a 12.000g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% e
novamente centrifugado. Apds a centrifugacdo o precipitado foi seco a 68° C durante 10
minutos e ressuspenso em 30 pl de agua Milli-Q.
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3.14.1.2-PCR

Para o0 ensaio do RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA), dois
primers foram utilizados: Ell (CTGGCTTGGTGTATGT) e LAL
(GCGACGGTGTACTAAC), como descrito por Barros Lopes et al. (1996). A reacéo foi
procedida em um volume final de 50 ul, o qual continha 1 pl de DNA gendmico (0,3 ng),
40 pmol de cada primer, 0,2mM de dNTP, 3 pl do tampdo 10X e 2,5 U de Taqg DNA
polimerase. A amplificacdo passou por um passo inicial de desnaturacdo a 95° C por 4
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 44° C
por 2 minutos e extensdo a 72° C por 1,5 minutos. Depois do dltimo ciclo houve uma

extensdo final a 72° C por 5 minutos.

3.14.1.3-Eletroforese em gel de acrilamida

A analise do produto de RAPD-PCR foi conduzida em gel de acrilamida 6%, a 120
volts por aproximadamente 5 horas. Apds a corrida o gel foi corado com prata e escaneado.

Um marcador de 1KB DNA (Invitrogen) foi usado como padréo.

3.14.2- COX-PCR

3.14.2.1-Preparacdo do DNA mitocondrial (DNAmt) (extracéo e purificacéo)

As células foram inoculadas em 5 ml de meio YPD 2% e incubadas até a fase
estacionéria, a 28° C, sob agitacdo de 200 rpm em incubador New Brunswick Model G25.
A cultura foi centrifugada por 5 minutos a 1.000g, o sobrenadante descartado e as células
ressuspensas em 1000 pl de agua milli-Q estéril. A amostra foi transferida para um tubo
eppendorf e centrifugada a 5.000g por 5 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge 13). O
sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento celular ressuspenso em 500 pl de
Sorbitol 1M, EDTA 0,1M, pH 7, 5, com adic¢do de 20 ul de solucgéo de liticase (0,3 mg/ml
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de liticase e 8 pl /ml de B-mercaptoetanol em tampéo de extragéo). Os tubos foram entéo
incubados a 37° C por 3 horas e a formacao dos esferoplastos foi monitorada opticamente
em um microscopio. Os esferoplastos foram centrifugados a 5.000g por 5 minutos e o
precipitado ressuspenso em 500 pl de 50 mM Tris-HCI - 20 mM EDTA, pH 7,4. Em
seguida foram adicionados 13 pl de SDS (Duodecil Sulfato de Sodio) 10%, e a mistura
incubada a 65° C por 15 minutos. Imediatamente depois foram adicionados 200 pl de
acetato de potassio 1M, os tubos foram colocados no gelo por 5 minutos e
subsequentemente centrifugados a 10.000g por 15 minutos (Haeraeus Sepatech, Biofuge
13) e colocados a temperatura de —20° C por 5 minutos, este procedimento foi repetido trés
vezes. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e o DNA foi
precipitado pela adicdo de um volume de isopropanol. Depois de incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos, os tubos foram centrifugados a 10.000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNAmt lavado com etanol 70%. Procedeu-se nova
centrifugagéo a 10.000g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA seco a 68°
C durante 10 minutos. Apds este procedimento o DNA foi ressuspenso em 30 pl de agua
milli-Q esteéril (Querol et al., 1992b).

3.14.2.2-PCR

O gene mitocondrial COXI que codifica a subunidade 1 da citocromo oxidase foi
utilizado para anélise devido a variacdo no nimero e posi¢do de seus introns (Lopez et al.,
2003). Os introns do COXI foram amplificados por PCR utilizando os primers 3L
(GCTTTAATTGGWGGWTTTGG), 3R (ATTGTCATACCATTTGTYCTYAT), 4L
(GAAGTAGCAGGWGGWGGWGA) e 5R (GTTAGCTAAGGCWACWCCWGT). O
DNA foi amplificado em um termociclador (Eppendorf-Mastercycler). A reacdo de
amplificagdo continha 50 pmol de cada primer, 0,2 mM de dNTP, 5 pl do tampé&o 10X, 2,5
U de Tag DNA polimerase e 5 pul de DNAmt (0,3 ng), em um volume final de 50 ul. Os

pardmetros de amplificacdo utilizados foram uma desnaturacdo inicial a 95° C por 4
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minutos; 35 ciclos de desnaturagdo a 94° C por 1 minuto; anelamento a 51° C por 1 minuto

e extensdo a 72° C por 2 minutos, com extensdo final a 72° C por 5 minutos.

3.14.2.3-Eletroforese em gel de acrilamida

O produto de PCR foi separado em gel de acrilamida 6%, a 120 volts por
aproximadamente 5 horas. Ap6s a corrida o gel foi corado com prata como descrito

anteriormente. Um marcador de 1KB DNA (Invitrogen) foi usado como padrao.

3.14.3-Cariotipagem

As células de levedura foram cultivadas em 5ml de meio YPD por 24 horas a 28° C,
160 rpm. O DNA cromossomal foi isolado como descrito por Lopez et al. (2001), lavado
em tampéo TE (EDTA 1Mm, Tris-HCL 10Mm, pH 8,0) a 50° C durante 30 minutos e ent&o
lavado novamente trés vezes com 0 mesmo tampao a temperatura ambiente por 30 minutos.
Os DNAs foram colocadas em um gel de agarose (Seakem® Gold) 1% (w/v) e a corrida foi
conduzida usando um sistema TAFE (transverse alternating field electrophoresis) Geneline,
Beckman. As condic¢es utilizadas foram as seguintes: voltagem constante de 250 V por 6
horas com 35 s pulso de tempo, seguido por 20 h a 275 V com 55 s pulso de tempo a
temperatura constante de 14° C (Schiller et al., 2004). O tampdo utilizado na corrida
eletroforética era composto por Tris base 10mM, EDTA 0,5mM e acido acético 4 mM. O
gel foi entdo corado com brometo de etidio, visualizado e fotografado. Este experimento foi
realizado na Universidade do Minho em Braga, Portugal pelas doutoras Dorit Schuller e

Margarida Casal.
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3.15- Parametros fermentativos

3.15.1- Determinacéo da curva de crescimento das leveduras selecionadas

3.15.1.1-Preparo do indculo

As leveduras foram crescidas em placas de Petri contendo meio YPD 2% durante 48
horas a 30° C. Apos este periodo as leveduras foram inoculadas em 5 ml de meio YPD 2%
e incubadas a 28° C durante a noite, sob agitacdo a 200 rpm (Incubador rotatério New
Brunswick Model G25). Depois de aproximadamente 16h de crescimento, 1 ml da pré-
cultura foi utilizada para inocular 100 ml de YPD 2%. Esta segunda pré-cultura foi crescida
a 28° C até a fase de crescimento logaritmica com DOggonm igual a 1. O meio foi entdo
centrifugado a 1.000g por 5 minutos, a 4° C (Beckman GS-6R), as células foram lavadas
com agua estéril e utilizadas para inocular 100 ml de meio YP contendo 16% de sacarose
com posterior incubacdo a 28° C por 36 horas sob agitacdo a 200 rpm (Vestrepen et al.,
2003a).

3.15.1.2-Determinacéo da curva de crescimento

A cada intervalo de 3 horas, coletou-se uma aliquota de 50 pl das amostras em
estudo, procedendo-se a diluicdo com 950 ul de meio YP 16% sacarose para efetuar a
medida da densidade 6tica a 600nm em espectrofotdmetro (Beckman Model DU-68).
3.15.2- Determinacgéo do consumo sacarose

Uma aliquota de 100 pl do sobrenadante da cultura anterior (item 3.15.1.1) foi
transferido para um tubo eppendorf, previamente identificado. A amostra foi diluida 100

vezes com agua milli-Q e a determinacdo da concentracdo de sacarose foi realizada no

aparelno COBAS-FARA (Roche). As amostras contendo sacarose foram submetidas a
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analise utilizando-se os reagentes provenientes do “kit” utilizado para ensaios enzimaticos
de Maltose / Sacarose e D-Glicose (Enzymatic BioAnalysis / Food Analysis-Boehringer
mannheim/R.Biopharm) método-UV. Os resultados obtidos em termos de absorbancia

resultaram na determinacao da concentracdo de sacarose em g/l.

3.15.3- Determinacéo de etanol

As dosagens de etanol foram realizadas no aparelho de dosagens bioquimicas
COBAS-FARA (Roche). Foi utilizada uma pequena aliquota do sobrenadante da cultura
anterior (item 15.1.1), a qual foi diluida 100 vezes com &gua milli-Q. Os reagentes
utilizados foram provenientes do “kit” utilizado para ensaios enzimaticos de Etanol
(Enzymatic BioAnalysis / Food Analysis-Boehringer mannheim / R.Biopharm) método-
UV. Uma vez obtido os resultados em termos de absorbancia, o célculo da concentracao de
etanol foi efetuado e o etanol assim determinado foi expresso em porcentagem.

3.15.4- Determinacao de alcoois e ésteres

3.15.4.1-Preparo das amostras fermentadas

Nos tempos 0, 12, 24 e 36 horas, foram coletadas assepticamente aliquotas de 10 ml
das amostras do meio de crescimento celular e transferidas para tubos conicos de
polietileno de 50 ml, previamente identificados. Apds centrifugacdo por 5 minutos a 4° C,
1.000g, as células foram descartadas e o sobrenadante destilado por arraste de vapor em um
microdestilador. Para determinacdo de alcoois e ésteres nas amostras, foi tomada uma
aliquota de 2,0 ml do destilado e 1 pl do Padrdo Interno, esta solucdo foi entdo analisada

em triplicata por cromatografia gasosa (Nonato et al., 2001; Boscolo et al., 2000).
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3.15.4.2-Preparo das amostras de cachaga

Para determinacdo de alcoois e ésteres nas cachacas, as amostras foram retiradas de
garrafas fornecidas pelos produtores e abertas no momento da andlise. Foi entdo tomada
uma aliquota de 2 ml de cachaca e 1 pl de Padrdo Interno, esta solugdo foi analisada por
cromatografia gasosa (Nonato et al., 2001; Boscolo et al., 2000).

3.15.4.3-Reagentes e padroes

Foram utilizados os seguintes reagentes padrdes de fabricagdo Merck: 1-hexanol
(grau HPLC), acetato de isoamila (grau HPLC), propanol (grau HPLC), alcool isoamilico
(grau PA), etanol (grau PA), acetato de etila (grau PA) e butanol (grau PA). Também se
utilizou os seguintes padrbes de fabricacdo Sigma: acido caprdico (grau HPLC) e caproato
de etila (grau HPLC). Foi utilizada agua do sistema de purificacdo milli-Q.

3.15.4.4-Condic¢bes cromatograficas

Para a determinacdo dos ésteres e dos alcoois presentes nas amostras, utilizou-se a
técnica de cromatografia gasosa (GC). O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo a gas
Varian, mod. CP 3380, com detector de ionizagdo em chama (FID) e injetor com modo
split/splitless. Para a separacdo dos componentes da mistura utilizou-se uma coluna
cromatogréfica de 30 m com 0,25 mm de didmetro interno e como fase estacionaria, 0,5 pum
de espessura de filme de polietileno glicol (DB-WAX). As condi¢Oes cromatograficas
foram as seguintes: temperatura do injetor igual a 225° C, temperatura do detector igual a
280° C, vazao dos gases no detector igual a 30 ml/min para o hidrogénio e 300 ml/min para
0 ar sintetico; a velocidade linear da fase mdvel foi igual a 42 cm/s utilizando-se divisédo de
fluxo (split) numa razao de 1:30; a programacao de temperatura do forno da coluna durante
a analise cromatografica foi igual a 30° C por 5 minutos, em seguida a temperatura foi

elevada a 180° C a uma razéo de 10° C por minuto, entdo, mantida por 4 minutos a esta
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temperatura e finalmente, a temperatura foi elevada a 250° C a uma razdo de 50° C por
minuto, quando ent&o, a coluna permaneceu nesta temperatura por mais 5 minutos. Dessa
forma o tempo total para a elui¢do da amostra foi igual a 30 minutos. Foram feitas injec6es

de 1,0 ul, em triplicata, do destilado e das amostras de cachaca descritas anteriormente.

3.15.4.5-Procedimento para identificacdo e quantificacdo dos alcoois e ésteres

Os compostos foram identificados por comparagdo com os tempos de retencdo dos
padrdes. Inicialmente os padrdes foram injetados separadamente para determinar o tempo
de retencdo e o grau de pureza. A quantificacdo dos compostos nas amostras foi realizada
pelo método de padronizacdo interna utilizando o 1-hexanol como padrdo interno. Foram
construidas curvas de calibracdo plotando-se a razdo da area do composto padrdo e a area
do padrdo interno versus a concentracdo daquele, para os seguintes compostos: alcool
isoamilico, acetato de isoamila, acetato de etila, n-propanol, alcool isobutilico, acido
caproico e caproato de etila. As solugdes padrdes foram preparadas pela adicdo de 1 ul, 3
ul, 5 ul e 10 ul de cada padrdo em baldes volumétricos de 10 ml acrescidos de 5 ml de
etanol e 5 ul de 1-hexanol, o volume final foi acertado com agua milli-Q. As solugdes
padrdes preparadas dessa forma continham em torno de 100 mg/l; 200 mg/l; 400 mg/l e 800
mg/l de cada padréo.

3.16- Northern Blot

3.16.1-Extracao e preparacdo do RNA

As células de levedura foram crescidas em meio YP sacarose 16%, como descrito
no item 3.15.1.1 e nos tempos 0, 12, 24 e 36 horas, foram coletadas assepticamente

aliquotas de 10 ml das amostras do meio de crescimento celular e transferidas para tubos
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conicos de polietileno de 50 ml, previamente identificados. Apds centrifugacdo por 5
minutos a 4° C, 1.000g, o sobrenadante foi descartado e as células foram congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a — 80° C. As células foram entdo ressuspensas em 600 pl de
solugéo TES (Tris-HCI 10Mm, EDTA 10Mm, SDS 0,5%, pH 7,5). Foram adicionados aos
tubos 1 volume de fenol &cido e a solucdo foi homogeneizada vigorosamente em vortex por
10 segundos. A mistura foi incubada a 65° C durante 60 minutos, em seguida procedeu-se
agitacdo leve em vortex durante 10 minutos. Apds esta etapa os tubos foram centrifugados
por 15 minutos a 1.000g e o sobrenadante obtido foi transferido para tubos eppendorf de
1,5 ml, ao qual foram adicionados 600 ul de cloroférmio. As amostras foram novamente
agitadas vigorosamente no vortex e centrifugadas a 1.000g por 5 minutos a 4° C.
Novamente a fase aquosa obtida foi transferida para novos tubos eppendorf, com adicéo de
40 ul de Acetato de sodio 3 M (pH 5,2) e 2 volumes de etanol 100%, gelado. A mistura foi
entdo centrifugada durante 5 minutos a 1.000g a 4° C, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com etanol 70% gelado, procedeu-se homogeneizagdo rapida e
centrifugagdo a 1.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as amostras de
RNAs foram ressuspensas em 80 ul de H,O milli-Q DEPC (dietilpirocarbonato) e

estocados a — 80° C.

3.16.2- Eletroforese de RNA

As amostras de RNA extraidas das cepas de Saccharomyces cerevisiae
(procedimento descrito no item anterior) foram submetidos a desnaturacdo a 68° C por 5
minutos, com posterior adicdo de tampédo de amostra para RNA (1 volume de NBC 20X
(Acido Borico 1 M; Citrato de s6dio 20Mm e NaOH 100Mm, ph 7,5), 3 volumes de
formaldeido 37%, 10 volumes de formamida e 2 volumes de loading dye (15% de ficoll,
Na2EDTA 0,1M ph 8,0, 0,25% de azul de bromofenol e 0,25% de xilenocianol)) e brometo
de etidio. Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
contendo formaldeido 2,2 M e NBC 1X como tampéo de corrida. Apds 3 horas de corrida a
70 volts, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta pelo sistema SONY.
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3.16.3- Preparo da sonda

O gene ATFI foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do Doutor Johan
Thevelein da Universidade Catdlica de Leuven, Bélgica. A amostra foi submetida a corte
com enzima de restricdo Xhol para separacdo do gene de interesse do plasmidio. Em
seguida a amostra foi aplicada em gel de agarose para eletroforese, apds a corrida o gel foi
corado com brometo de etidio e revelado com luz ultravioleta pelo sistema SONY. Em
seguida o papel Whatman DE 81 foi introduzido abaixo da banda de interesse e novamente
foi introduzida uma corrente de 100V, por cerca de 20 minutos, tempo para a completa
transferéncia do DNA para o papel. O DNA foi entdo eluido pela adi¢do de 500 ul de TE
(Tris1 M e EDTA 0,5 M) contendo NaCl 1 M, ao fragmento de papel Whatman DE 81. A
mistura foi homogeneizada em vortex e incubada durante a noite a temperatura ambiente.
Apbs o periodo de incubacdo o tubo foi centrifugado a 1.000g (Heraeus Sepatech, Biofuge
13), por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf para
posterior purificacdo. A amostra foi entdo levada ao vortex para agitacao e ap0s a adi¢do de
500 ul de PCI foi centrifugada por 5 minutos a 1.000g. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e 1 volume de cloroférmio foi adicionado, em seguida a mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 4° C, por 5 minutos, na rotacdo maxima. O DNA presente
na fase aquosa foi precipitado pela adicdo de 0,6 volumes de isopropanol, por 5 minutos a —
20° C. A amostra foi entdo centrifugada durante 15 minutos a 1.000g a 4° C e ap0s ter sido
descartado o sobrenadante, o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado (500 ul) e
centrifugado a 4° C por 5 minutos a 1.000g. O sobrenadante foi desprezado e, ap6s secagem

a 65° C por 10 minutos, o DNA foi ressuspenso em 30 ul de dgua milli-Q estéril.
3.16.4- Preparo da sonda radioativa
O DNA do gene ATFI, produto da purificacdo descrita no item anterior, foi

desnaturado a 95° C por 5 minutos, em banho Maria, e resfriado em gelo por 5 minutos. O
DNA foi brevemente centrifugado e adicionado ao tubo de reagcdo da Rediprime 11 Random
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Prime Labelling System (Amersham) que contem os desoxinucleotideos (dATP, dGTP e
dTTP); Klenow fragmento da DNA polimerase e oligonucleotideos randémicos. Apds
terem sido acrescentados ao tubo 5 pl de [a - P** ] — dCTP, a reacéo foi incubada a 37° C
por 2 horas quando entdo foi interrompida pela adi¢do de 5 ul de EDTA 0,2 M. Para ser
usado na hibridagdo o DNA marcado foi desnaturado a 95° C e resfriado por 5 minutos no

gelo.

3.16.5-Northern Blot e Hibridacdo com sonda radioativa

O gel de eletroforese contendo os RNAs como descrito no item 3.16.2 foi tratado
com uma solucdo de NaOH 50 mM por 30 minutos, lavado com &gua e incubado com uma
solugéo Tris-HCI pH 7.5, 0,15 M de NaCl, por 30 minutos. O gel foi lavado novamente
com agua e transferido, durante 3 horas, para uma membrana de nitrocelulose de 13 X 11,5
cm (Amersham/ Hybond — N) previamente embebida em tampdo SSC 10X (NaCl 1,5 M;
citrato de sédio 0,15 M, pH 7.0). A transferéncia foi realizada por pressao utilizando-se a
solugdo SSC 10X e papel de filtro. O RNA transferido para a membrana foi fixado por
“crosslinking” com luz ultravioleta (CROSSLINK Biorad, Program: 50mJoules) por 150
segundos. A membrana foi tratada com solucdo de pré — hibridacdo (Na;HPO, pH 7.2 -
0,12M; NaCl 0,25 M; EDTA 1 mM; formamida 50%; SDS 7%) por 2 horas a 65° C. Ap0s
este tempo, a solucdo de pré — hibridacdo foi descartada e adicionou-se 20 ml da mesma
solucdo juntamente com a sonda radioativa que foi preparada pelo procedimento do item
3.8.4. A mistura foi incubada por 2 horas a 68° C. A membrana foi entdo lavada com: SSC
1,0x, SDS 0,1% por 30 minutos a 68° C; SSC 0,5x, SDS 0,1% por 30 minutos a 68° C e
SSC 1,0x, SDS 0,1% por 30 minutos a 68° C. Logo apds a lavagem, a membrana foi seca a
temperatura ambiente e exposta a um filme de raios-X por um periodo de 3 dias. Em
seguida o filme foi revelado por 4 minutos (GBX — Kodak) e fixado por 5 minutos (GBX —
Kodak).
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3.17- Reprodutividade dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Para todos os resultados
obtidos foram computados os valores médios com seus respectivos desvios-padrao,

conforme mostram as Tabelas e Figuras.
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4- Resultados

4.1- Isolamento e identificacdo das leveduras

Foram coletadas amostras de mosto em quatro destilarias diferentes, duas no Sul /
Sudeste de Minas e duas do Norte de Minas / Jequitinhonha. As amostras coletadas como
descrito no item 3.1 de material e métodos foram inoculadas em meio YPD 2% adicionado
de ampicilina 100 pg/ml. Apds o crescimento a 30° C por 48 horas foram obtidas
proximadamente 1.000 coldnias de leveduras de cada cachagaria. As colOnias obtidas foram
submetidas a testes de identificacdo bioquimica de crescimento em diferentes fontes de
carbono e de assimilacdo de nitrogénio como descrito por Vaughan-Martini e Martini
(1983).

Inicialmente, as colonias de leveduras foram testadas para a capacidade de
assimilacdo de fontes de nitrogénio como lisina e etilamina para eliminacéo de leveduras
identificaveis como de outras espécies, ainda que a espécie S. cerevisiae, seja predominante
nos processos fermentativos de producdo de cachaca (Morais et al., 1997 e Pataro et al.,
2000). Confirmando esta tendéncia, os resultados mostrados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4
demonstram que o numero de col6nias excluidas nesta etapa foi muito pequeno, sendo que
algumas col6nias foram eliminadas devido a contaminacdo por fungos e bactérias.

Para viabilizacdo dos experimentos, foram selecionadas aproximadamente 650
col6nias de leveduras de cada destilaria para serem submetidas a capacidade de crescimento
em diversas fontes de carbono. Foram selecionadas as fontes de carbono que promovem a
exclusdo de um maior nimero de leveduras de especies diferentes de S. cerevisiae. Nas
Tabelas 1, 2, 3 e 4 observa-se também o nimero de leveduras excluidas para cada fonte de
carbono testada. As leveduras com caracteristicas bioquimicas compativeis com a espécie

S. cerevisiae foram selecionadas para estudos posteriores e as demais eliminadas.
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Tabela 1- Selecdo de cepas da espécie Saccharomyces cerevisiae a partir de testes de
assimilacdo de fonte de nitrogénio e carbono conforme descrito por Vaughan-Martini e
Martini (1983) para a cachagaria A.

Cachagaria Ne de cepas Ne de cepas Comportamento
A testadas excluidas esperado
Fonte de Lisina 1074 2 N
nitrogénio Etilamina 1072 - N
Manitol 690 1 N
Lactose 689 - N
Glicerol 689 47 P
Fonte de Etanol 642 40 P
carbono Sacarose 602 - P
Galactose 602 - P
Maltose 602 - P
Rafinose 602 16 P
Total de cepas excluidas 106
N° final de cepas 586

N- ndo assimila a fonte de nitrogénio ou carbono

P- assimila a fonte de nitrogénio ou carbono
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Tabela 2- Selecdo de cepas da espécie Saccharomyces cerevisiae a partir de testes de
assimilacdo de fonte de nitrogénio e carbono conforme descrito por Vaughan-Martini e
Martini (1983) para a cachagcaria B.

Cachagaria Ne de cepas Ne de cepas Comportamento
B testadas excluidas esperado
Fonte de Lisina 1093 1 N
nitrogénio Etilamina 1092 - N
Manitol 680 - N
Lactose 680 - N
Glicerol 680 170 P
Fonte de Etanol 510 2 P
carbono Sacarose 508 - P
Galactose 508 - P
Maltose 508 - P
Rafinose 508 8 P
Total de cepas excluidas 181
N° final de cepas 500

N- ndo assimila a fonte de nitrogénio ou carbono

P- assimila a fonte de nitrogénio ou carbono

o1



Tabela 3- Selecdo de cepas da espécie Saccharomyces cerevisiae a partir de testes de
assimilacdo de fonte de nitrogénio e carbono conforme descrito por Vaughan-Martini e
Martini (1983) para a cachagaria C.

Cachagaria Ne de cepas Ne de cepas Comportamento
C testadas excluidas esperado
Fonte de Lisina 1048 - N
nitrogénio Etilamina 1048 - N
Manitol 640 - N
Lactose 640 - N
Glicerol 640 273 P
Fonte de Etanol 367 3 P
carbono Sacarose 364 - P
Galactose 364 - P
Maltose 364 1 P
Rafinose 363 28 P
Total de cepas excluidas 305
N° final de cepas 335

N- ndo assimila a fonte de nitrogénio ou carbono

P- assimila a fonte de nitrogénio ou carbono
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Tabela 4- Selecdo de cepas da espécie Saccharomyces cerevisiae a partir de testes de
assimilacdo de fonte de nitrogénio e carbono conforme descrito por Vaughan-Martini e
Martini (1983) para a cachagaria D.

Cachagaria Ne de cepas Ne de cepas Comportamento
D testadas excluidas esperado
Fonte de Lisina 1055 - N
nitrogénio Etilamina 1055 - N
Manitol 625 - N
Lactose 625 - N
Glicerol 625 30 P
Fonte de Etanol 595 35 P
carbono Sacarose 560 - P
Galactose 560 - P
Maltose 560 - P
Rafinose 560 49 P
Total de cepas excluidas 114
N° final de cepas 511

N- ndo assimila a fonte de nitrogénio ou carbono

P- assimila a fonte de nitrogénio ou carbono
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4.2-  Outros critérios de selecdo

4.2.1- Producéo de H,S

As cepas de leveduras identificadas como Saccharomyces cerevisiae foram
submetidas ao teste de producédo de H,S, sendo que apenas uma cepa positiva da cachacaria
B foi encontrada entre todas as cepas testadas. As leveduras produtoras deste composto sao
indesejaveis para o processo fermentativo ja que o H,S agrega odor e sabor desagradaveis
as bebidas (Ribeiro e Horii, 1999); por isto, cepas com esta caracteristica foram excluidas

do grupo.

4.2.2- Tolerancia a etanol e a temperaturas elevadas

A fermentacdo do caldo de cana para producdo de cachaca pode ocorrer em
temperaturas elevadas e conduzir a altas concentracbes de etanol, estas caracteristicas
podem determinar a diversidade observada de cepas S. cerevisiae prevalentes na produgéo
da bebida (Pataro et al., 2000). Assim, condicdes especificas de temperatura e de
concentracdo de etanol podem ser usadas como critério de selecdo de cepas indigenas.

Deste modo, com o intuito de selecionar cepas de S. cerevisiae mais resistentes a
estes fatores estressantes, avaliamos o fendtipo de 140 cepas de leveduras de cada
cachacaria submetidas ao teste de crescimento na presenca de diferentes concentracdes de
etanol: 10%, 15% e 20%, a temperatura de 30° C. Todas as cepas apresentaram crescimento
satisfatorio nas concentracdes de 10% e 15% de etanol, sendo que na concentracéo de 20%
nédo houve crescimento celular.

As cepas de leveduras foram entdo submetidas ao teste de tolerancia a diferentes
temperaturas. Para tanto, as leveduras foram inoculadas em meio YP acrescido de etanol
15% e submetidas ao crescimento a temperatura de 30° C e 37° C. As leveduras se

adaptaram bem as duas temperaturas nao havendo exclusdo de nenhuma cepa.
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A possibilidade de crescimento a 37° C e em uma relativa elevada concentragéo de
etanol simula as condicGes das dornas de fermentacdo, o que comprova que a maioria das

cepas € fisiologicamente adaptada a estas condicdes (Pataro et al., 2000).

4.2.3- Selecao de cepas resistentes a TFL e Cerulenina:

Na busca pela selecdo de cepas de leveduras produtores de compostos que conferem
sabor e aroma diferenciados a cachaca, drogas como TFL e cerulenina tém sido utilizadas.
Cepas resistentes a TFL ndo apresentam retroinibicdo da a-IPM por L-leucina o que
possibilita 0 acumulo de &lcool isoamilico e segundo Yoshizawa (1999), cepas com a
enzima &cido graxo sintetase resistente a cerulenina apresentam uma maior capacidade de
formar e acumular acido capréico, um precursor do caproato de etila.

De inicio, as cepas foram expostas a TFL para selecdo das cepas resistentes a este
composto. Do grupo de cepas analisadas, cerca de 58% das leveduras da cachacaria C séo
naturalmente resistentes a este andlogo de leucina (Tabela 5); ja nas cachacarias A, B e D
as cepas apresentaram um perfil de resisténcia de 27%, 29% e 48%, respectivamente.

As leveduras foram também expostas a cerulenina para verificar a resisténcia a esta
droga. As leveduras apresentaram cerca de 80% de resisténcia na cachacaria D e nas
demais cachagcarias cerca de 90% (Tabela 5).

Ao final do teste foram obtidas cepas de leveduras resistentes a ambos compostos,
as quais perfizeram um total de 115 cepas correspondendo a 20,5% do total de cepas
analisadas. Entre as cachacarias, podemos observar que a C foi a que apresentou maior
numero de cepas resistentes a ambos 0S compostos as quais correspondem a cerca de 53%
das cepas analisadas nesta cachagaria. As demais cachagarias A, B e D apresentaram

respectivamente cerca de 26%, 28% e 37 % de resisténcia a ambos 0s compostos.
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Tabela 5: Teste de resisténcia a TFL e cerulenina em cepas de Saccharomyces cerevisiae.

) N° de cepas N° de cepas % de
Cachagaria o ) o
expostas Resisténcia resistentes resisténcia
TFL 38 27,14%
Cerulenina 133 95,00%
A 140
TFL e
) 36 26,27%
Cerulenina
TFL 41 29,28%
Cerulenina 129 92,14%
B 140
TFL e
_ 40 28,57%
Cerulenina
TFL 85 58,57%
Cerulenina 135 96,42%
C 140
TFL e
) 70 53,43%
Cerulenina
TFL 67 47,85%
Cerulenina 114 81,42%
D 140
TFL e
_ 45 37,19%
Cerulenina
Total de cepas resistentes a TFL e Cerulenina 115
90 total de resisténcia a TFL e Cerulenina 20,53%
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4.2.4- Dosagem de invertase

Dentre as 115 cepas de leveduras resistentes a TFL e Cerulenina foram escolhidas
aleatoriamente 6 cepas de cada cachacaria, as quais foram submetidas ao teste de dosagem
da atividade da enzima invertase. A enzima invertase em S. cerevisiae é codificada pelo
gene SUC2 e catalisa a quebra da sacarose em frutose e glicose. Como a sacarose € o
principal acucar presente no caldo de cana, a dosagem desta enzima é uma das formas de
verificar a capacidade fermentativa da levedura (Ekunsanmi e Odunfa, 1990; Pataro et al.,
1998).

Na Figura 3 podemos observar o resultado da atividade invertsica do conjunto de
cepas analisadas. Como demonstrado, as cepas apresentaram uma alta atividade, maior que
5.000 U.A.E., quando o substrato de crescimento foi a rafinose e baixa atividade, quase
indetectavel em alguns casos, quando as células foram crescidas em glicose.

As cepas de leveduras com atividade invertasica superior a 10.000 U.A.E. foram
consideradas com maior capacidade fermentativa, sendo que apenas trés cepas
permaneceram abaixo deste valor. Deste modo, foram selecionadas 21 cepas de leveduras

com uma potencialmente alta capacidade fermentativa.

4.2.5- Floculagao

As leveduras com caracteristicas floculantes sdo de grande interesse na producéo de
bebidas devido a fatores operacionais e econdmicos (Vestrepen et al., 2001 e 2003c).
Assim, as 21 cepas de leveduras selecionadas anteriormente, seis da cachacaria C e cinco
de cada uma das cachagcarias A, B e D, foram submetidas ao teste de floculagdo espontanea
na presenca de 2% de glicose (como descrito no item 3.6 de material e métodos).

Das leveduras analisadas podemos observar que as pertencentes a cachacaria A e C
apresentaram um perfil de floculacdo variavel, como mostrado na Tabela 6. Ja as cepas de

leveduras do grupo B demonstraram ser ndo floculantes e as do grupo D totalmente
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Figura 3: Atividade invertasica das 24 leveduras selecionadas. A

Figura apresenta o

resultado da dosagem da atividade invertasica na presenca de glicose e rafinose.
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Tabela 6- Resultado do teste de floculacdo em YP 2% de glicose.

CEPA Floculacéo CEPA Floculacéo
A4 + Ci14 +
A6 + C19 -

A28 + C22 +
A3l + C38 +
A33 - C66 +
B4 - C70 -
B15 - D23 +
B18 - D36 +
B21 - D39 +
B25 - D41 +
D43 +

OBS: Os sinais + correspondem a floculagéo positiva.
Os sinais — correspondem a auséncia de floculacdo nas condicGes testadas.
As cepas em negrito foram as selecionadas para prosseguir 0s experimentos.
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floculantes dentro da condicdo analisada. Assim, foram obtidas 13 cepas de leveduras
floculantes (61,9%) e 8 cepas néo floculantes (38,1%).

A partir deste teste foi escolhida uma cepa de cada cachacaria para prosseguir nos
estudos posteriores. As cepas selecionadas foram de preferéncia cepas com caracteristicas
floculantes, porém, na cachagaria B, como nenhuma levedura apresentou esta caracteristica
foi selecionada uma levedura ndo floculante. As cepas selecionadas foram designadas A4,
B21, C22 e D23.

4.2.6- Producéo de micocinas

Uma importante caracteristica do processo fermentativo espontaneo é a presenca de
leveduras do tipo “killer” (Van Vuuren e Jacobs, 1992; Pataro et al., 1998). As cepas de
leveduras produtoras de micocinas caracterizam-se pela capacidade de eliminar linhagens
contaminantes sensiveis as micocinas, e em vinhos, foi observado que estas cepas podem
dominar o final do processo fermentativo (Cansado et al., 1991; Longo et al., 1992). Sendo
assim, as cepas de leveduras A4, B21, C22 e D23 foram submetidas ao teste de producéo
de micocinas.

Quando as cepas foram testadas contra as linhagens Candida glabrata NCYC 388 e
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006, foi observado que todas foram produtoras de
micocinas e também resistentes a micocinas produzidas. Este resultado foi verificado pela
formacdo de um halo azul escuro de col6nias mortas pela toxina produzida (resultado nao

mostrado).
4.2.7- ldentificacdo molecular de leveduras

Na identificacdo molecular de leveduras, a amplificacdo da regido de ITS (internal
transcribed spacer region) tem sido adequada para discriminacdo entre espécies

(Mitterdorfer et al., 2002; Pramateftaki et al., 2000). Assim sendo, foram realizadas reagoes

de PCR da regido ITS utilizando os primers ITS1 e ITS4, permitindo a amplificagcdo de
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uma simples banda caracteristica de 850 pb (White et al., 1990). Para realizacdo do
experimento foram utilizadas col6nias das quatro cepas escolhidas anteriormente (A4, B21,
C22 e D23), duas cepas pertencentes a colecdo do laboratorio (LBCM 422 e LBCM 427),
também isoladas de uma cachacaria (Vicente et al., 2005) e quatro outras cepas usadas
como padrdo: uma cepa de laboratério W303 (Saccharomyces cerevisiae), Saccharomyces
boulardii (S.b), Saccharomyces paradoxus (S.p) e Saccharomyces kluyveri (S.k).

O produto de amplificacdo apresentou um fragmento de aproximadamente 850 pb
para as cepas de S. cerevisiae o qual é caracteristico da espécie (White et al., 1990). Foi
obtido o mesmo resultado para a espécie S. paradoxus (S.p), a qual pertence ao grupo sensu
stricto juntamente com a espécie S. cerevisiae (Valente et al., 1996). A espécie S. boulardii
também apresentou o mesmo resultado, confirmando os 95% de similaridade com a espécie
S. cerevisiae (Vaughan-Martini e Martini, 1998) A espécie S. kluyveri foi a Unica que
apresentou fragmento de tamanho diferente (Figura 4).

Para confirmacdo de que as cepas A4, B21, C22 e D23 eram realmente S.
cerevisiae, o produto de amplificacdo do ITS foi submetido a corte com as endonucleases
de restricdo Cfol, Haelll e Hinfl. O perfil obtido pela digestdo do produto de amplificacéo
com Cfol resultou em quatro bandas, as quais apresentaram um fragmento de 10 pb (dado
ndo mostrado), e os demais com 135, 363 e 372 pb respectivamente (Figura 5); foram
obtidos também quatro fragmentos de restricdo resultantes da digestdo com Haelll, cujos
tamanhos variaram entre 129 a 311 pb (Figura 6); por fim a digestdo com a endonuclease
Hinfl gerou trés fragmentos de 117, 362 e 393 pb (Figura 7).

Os fragmentos obtidos pela digestdo com as endonucleases de restricdo estd em
acordo com o0 mapa de restricdo para a regido ITS1 - ITS4 de S. cerevisiae

(http://db.yeastgenome.org). Como demonstrado, o perfil de restricdo resultante da digestao

foi idéntico ao obtido para S. cerevisiae (W303), confirmando que as cepas isoladas sdo da

espécie S. cerevisiae.
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partir dos primers ITS1 e ITS4. PM representa o padrdo de peso molecular (1KB
Invitrogen).
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Figura 5: Gel de acrilamida corado com prata apresentando o produto de digestdo do
fragmento de ITS com a enzima Cfol. PM representa o padrdo de peso molecular (1KB

Invitrogen).
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Figura 6: Gel de acrilamida corado com prata apresentando o produto de digestdo do
fragmento de ITS com a enzima Haelll. PM representa o padrdo de peso molecular (1KB

Invitrogen).
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Figura 7: Gel de acrilamida corado com prata apresentando o produto de digestdo do
fragmento de ITS com a enzima Hinfl. PM representa o padrdo de peso molecular (1KB

Invitrogen).
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4.3-  Polimorfismo molecular das cepas

4.3.1- Diferenciacdo por RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Em varios trabalhos tém sido descrita a utilizacdo da técnica de RAPD-PCR para
diferenciar cepas de leveduras e determinar o grau de polimorfismo (Barros Lopes et al.,
1996; Guerra et al., 2001; Perez et al., 2001; Plengvidhya et al., 2004). Deste modo, as
cepas selecionadas foram comparadas com as demais linhagens utilizadas no teste anterior
através de RAPD-PCR utilizando os primers EI1 e LA1 baseados no sitio de splicing dos
introns. Esta técnica foi utilizada em nosso trabalho para diferenciar as linhagens e
demonstrar a grande variabilidade de cepas que ocorre durante a fermentacdo da cachaca
como descrito por Guerra et al., 2001.

O perfil de bandas gerado pelas quatro cepas A4, B21, C22 e D23 foi muito similar,
quer seja pelas bandas detectadas quer pela intensidade da coloracdo obtida, ndo havendo
diferencas significativas entre as linhagens (Figura 8). Para as cepas LBCM 422 e LBCM
427, apesar de pertencerem a mesma cachacaria, ambas possuem perfil diferenciado de
resisténcia a drogas, porém apenas uma banda de 1600 pb presente na cepa LBCM 422 as
diferenciam. J& as cepas das espécies S. boulardii e S. cerevisiae (W303), também se
mostraram muito parecidas com as cepas isoladas das cachacarias, se diferenciando pela
presenca de uma banda de 900 pb para S. boulardii e duas bandas uma de 850 pb e uma de
1000 pb para S. cerevisiae (W303). As espécies S. paradoxus e S. kluyveri se apresentaram
bastante diferenciadas e foram as Unicas que apresentaram um perfil molecular

completamente distinto das demais cepas da espécie S. cerevisiae.
4.3.2- Diferenciacdo por PCR do gene mitocondrial COXI
Este método é baseado na variacdo do numero e posi¢cdo dos introns no gene

mitocondrial COXI (Lopez et al., 2003), segundo o autor a variagdo destes introns tem sido

também reportada entre cepas da mesma espécie.
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Figura 8: RAPD-PCR, produto obtido ap6s amplificagdo com os primers EI1 e LAl de
diferentes espécies S. cerevisiae, S. paradoxus e S. kluyveri. PM representa o padrdo de
peso molecular (1KB Invitrogen). As setas indicam as bandas que diferenciam as

leveduras.
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Em funcdo dos resultados obtidos anteriormente, as cepas foram submetidas a este
método para diferenciacdo das linhagens S. cerevisiae utilizadas na producdo de cachaca.
Na Figura 9 podemos observar o resultado da reacdo de amplificacdo com os 4 primers
(3L, 3R, 4L e 5R), na qual cada cepa apresentou um perfil diferenciando, mostrando que
apesar da grande similaridade hd um polimorfismo molecular entre as cepas analisadas. Na
cepa A4 podemos observar a presenca de fragmentos de 50 pb, 60 pb e 240 pb, j& as demais
cepas além dos fragmentos anteriores observamos também na B21 uma banda de
aproximadamente 360 pb, na C22 temos uma banda de 420 pb e na D23 uma banda de 300
pb que as diferenciam umas das outras.

A cepa W303 da espécie S. cerevisiae apresentou um perfil de bandeamento bem
diferenciado, o qual pode ser evidenciado pela presenca de fragmentos de 450 pb, 620 pb e
650 pb, enquanto a espécie S. boulardii se caracterizou pela auséncia destas bandas. As
cepas LBCM 422 e LBCM 427, pertencentes a colecdo do laboratdrio, apresentaram um
perfil muito similar se diferenciando pela presenca de uma banda de aproximadamente 720
pb na cepa LBCM 422. Na cepa da espécie S. paradoxus podemos observar a presenca de
duas bandas, uma de 250 pb e uma de 450 pb e na espécie S. kluyveri, a qual é

completamente diferente das demais cepas, observamos apenas uma banda de 500 pb.

4.3.3- Diferenciacdo por Cariotipagem

O polimorfismo cromossomal foi utilizado como ferramenta para diferenciacdo e
caracterizacdo de cepas Saccharomyces cerevisiae como descrito por Schuller et al.
(2004a), na qual foram analisadas 23 cepas de S. cerevisiae comerciais e utilizando a
técnica de andlise do caridtipo foi possivel obter a discriminacdo de 22 cepas diferentes.

A aplicacdo desta técnica em nossas cepas de leveduras possibilitou uma clara
diferenciacéo de cada cepa pelo perfil cromossomal especifico. Como mostrado na Figura
10, cada levedura apresentou um perfil de bandeamento distinto demonstrando que ha uma
grande diversidade genética entre as cepas analisadas. Mesmo as cepas utilizadas na

producdo de cachaca selecionadas pelos mesmos critérios bioquimicos, apresentaram
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Figura 9: Produto de PCR obtido ap6s amplificagdo com os primers 3L, 3R, 4L e 5R de
diferentes espécies S. cerevisiae, S. paradoxus e S. kluyveri. O método é baseado na
variacdo do nimero e posicao dos introns do gene mitocondrial COXI. PM representa o
padréo de peso molecular (1KB Invitrogen). As setas indicam as bandas que diferenciam as

leveduras.
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LBCM LBCM
A4 B21 C22 D23 W303 S.b 422 427 S.p S.k

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, mostrando o
perfil do caridtipo de diferentes espécies S. cerevisiae, S. paradoxus e S. kluyveri. Este
experimento foi realizado na Universidade do Minho em Braga, Portugal pelas doutoras

Dorit Schuller e Margarida Casal.
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fragmentos de tamanhos diferentes, comprovando que ha um grande polimorfismo

molecular entre as cepas utilizadas no processo fermentativo da cachagca.

4.4- Parametros fermentativos

Como demonstrado por Oliveira et al. (2004), os parametros fermentativos séo
importantes na selecdo de cepas que podem dominar a fermentacdo. Deste modo além da
selecdo de cepas de leveduras utilizadas na producéo de cachaca pelos critérios bioquimicos
e fisiol6gicos descritos anteriormente, resolvemos também analisar as cepas quanto a
capacidade fermentativa como descrito no item 3.15 de material e métodos, cujos

resultados sao apresentados a seguir.

4.4.1- Determinagéo da curva de crescimento

Na Figura 11 (Painel A) podemos observar os resultados da determinacdo do
crescimento celular. As leveduras demonstraram comportamento diferenciado de
crescimento, sendo que as cepas B21 e C22 apresentaram uma taxa de crescimento maior
que as cepas A4 e D23. O perfil da curva de crescimento das quatro cepas testadas foi
bastante semelhante. O crescimento celular iniciou com DO a 600 nm proxima de 1, a qual
corresponde a 1,0x10° células/ml, passando logo para a fase exponencial de crescimento e
permanecendo neste estagio até 21 horas de cultivo. A partir de 21 horas observou-se a fase

estaciondria de crescimento interrompida com 36 horas de cultivo.
4.4.2- Determinacao do consumo de sacarose
A Figura 11 (Painel B) mostra o consumo de sacarose em fungdo do tempo. Este

resultado estd em acordo com os resultados obtidos com o crescimento celular. Podemos

observar um rapido consumo da sacarose presente no meio, entre o inicio da fermentacéao
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Figura 11: Determinagdo da curva de crescimento celular e consumo de sacarose. As
leveduras foram submetidas ao meio YP sacarose 16% e aliquotas foram coletadas a cada

trés horas para analise. A - crescimento celular; B - consumo de sacarose.
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até 12 horas de crescimento, quando entdo a sacarose foi aparentemente totalmente

consumida.

4.4.3- Determinacéao de etanol

O etanol produzido pelas leveduras selecionadas ao longo do tempo de
crescimento é apresentado na Figura 12. Como pode ser observado, ao longo do tempo de
crescimento ocorre um aumento na concentracdo de etanol do meio. Ap6s a concentracao

maxima de etanol ha uma tendéncia a estabilizacéo.

4.4.4- Determinacdo de alcool isoamilico, acetato de isoamila, acido caproico e

caproato de etila.

Os resultados das dosagens dos teores de &lcool isoamilico e &cido caproico
produzido pelas cepas A4, B21, C22 e D23 cultivadas em meio contendo 16% de sacarose
estdo apresentados nas Figura 13, Painéis A e B, respectivamente.

Como observado, a producdo de alcool isoamilico foi bastante elevada nas quatro
cepas ndo havendo diferenca entre as cepas selecionadas. Em relagdo ao teor de &cido
caproico, a producdo foi pequena, havendo uma maior producgdo pela cepa C22, seguida
pelas cepas B21, A4 e D23, respectivamente. Por outro lado, em relacdo a producdo de
acetato de isoamila e caproato de etila, a presenca destes ésteres ndo foi detectada nos

destilados oriundos da fermentacéo de ambas as cepas.
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Figura 12: Determinagdo da producdo de etanol. As cepas de leveduras foram cultivadas

em meio YP sacarose 16%, a cada 3 horas foi coletada uma aliquota para analise.
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Figura 13: Determinagdo de alcool isoamilico e &cido capréico. As cepas de leveduras
foram cultivadas em meio YP sacarose 16%, a cada 3 horas foi coletada uma aliquota

para analise. A — dosagem de alcool isoamilico; B — dosagem de acido caproico.
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5- Discussao

A “cachaca de alambique de Minas” produzida de acordo com o processo de
elaboragdo previsto no decreto n° 42.644 de 05/06/2002, estd proporcionando aos
produtores de cachaca a oportunidade de disputar o mercado com outras bebidas destiladas
como o rum, a vodka e o whisky. A padronizacdo do produto vem ampliando o mercado
interno e desencadeando novas oportunidades de exportacdo (SEBRAE, 2002).

A producdo mineira de cachaca, por motivos historicos e culturais, segue métodos
tradicionais ha varios séculos. O grande sucesso desta bebida no mercado interno e externo
pode ser devido a grande tradicdo mineira, a qual contribuiu para que se mantivesse,
mesmo escondida na clandestinidade, a atividade de producédo de cachaca de alambique, em
volumes que Ihe conferem hoje a lideranca nacional. Porém, durante a producdo de cachaca
o0 produtor vem procurando melhorar a fermentacéo e a destilagdo, buscando um produto de
melhor qualidade que tenha sustentacdo no mercado.

A “cachaca de alambique de Minas” ¢ a mais famosa das cachagas brasileiras e se
constitui em um patriménio para o Estado. Além de ser processada de acordo com as
caracteristicas historicas e culturais de cada uma das regides do Estado, em seu rétulo pode
ser indicada sua origem.

No presente trabalho foram coletadas quatro amostras de mosto de duas grandes
regides do Estado de Minas Gerais, sendo duas amostras do Sul / Sudeste de Minas e duas
do Norte de Minas / Jequitinhonha. As duas regides sdo famosas pela producédo de cachaca
de boa qualidade, agradavel ao paladar, porém com caracteristicas distintas em seu sabor e
aroma devido a quantidade de compostos que conferem sabor e aroma. Como exemplo
temos a analise do teor de alcool isoamilico, um importante composto secundario
encontrado nas cachacas, que foi quantificado em varias cachacas do Estado de Minas
Gerais. Como mostrado na Figura 14, as amostras B e C que representam o Norte de Minas
/ Jequitinhonha, apresentaram maior quantidade de alcool isoamilico do que as amostras A
e D daregido Sul / Sudeste de Minas.

As amostras de mosto foram coletadas nas destilarias de producéo artesanal de

cachaca e o protocolo descrito por Vicente et al. (2005) foi utilizado para selecdo e
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identificacdo das cepas de leveduras. Como outros autores ja& demonstraram a espécie de
levedura predominante nos processos fermentativos da cachaca é a Saccharomyces
cerevisiae (Morais et al., 1997; Pataro et al., 2000). J& foi demonstrado também que
durante a fermentacdo alcodlica do suco de uva na fabricacdo do vinho, a levedura
Saccharomyces cerevisiae é a principal responsavel pela producdo de ésteres que s&o
encontrados em grande quantidade nesta bebida, possuindo assim grande importancia na
definicdo da qualidade da bebida (Lilly et al., 2000; Nonato et al., 2001). Deste modo,
decidimos selecionar apenas a espécie S. cerevisiae e excluir todas as demais encontradas
nas amostras coletadas nas destilarias.

As amostras coletadas foram inoculadas em meio YPD 2% adicionado de
ampicilina 100 pg/ml. Este indculo inicial permitiu o isolamento de um elevado numero de
cepas. Assim, cerca de 1.000 colbnias de leveduras de cada cachacaria foram obtidas e
posteriormente submetidas a testes de identificagéo e selecéo.

A selecdo de cepas de leveduras utilizadas no processo fermentativo tem uma
grande importancia econdmica na producdo de bebidas. Estas linhagens iniciadoras, além
de assegurar a estabilidade do processo fermentativo, garantem um produto final de
qualidade semelhante durante toda a safra (Fleet e Gillian, 1985; Martinez et al., 1990;
Sanni e Lonner, 1993; Romano et al., 2003).

O isolamento e a identificacdo de cepas Saccharomyces cerevisiae no grupo de
leveduras obtidas foi realizado de acordo com a sistemética de Vaughan-Martini e Martini
(1983), testando a capacidade de crescimento em diferentes fontes de carbono e de
assimilacdo de nitrogénio por um mesmo periodo de tempo. Inicialmente, as colénias foram
submetidas a capacidade de assimilacdo de diferentes fontes de nitrogénio, sendo que
apenas trés colénias foram excluidas entre as 4.270 colénias de leveduras analisadas, sendo
pouco eficientes na exclusdo de leveduras ndo S. cerevisiae. Tendo em vista 0s custos e 0
aspecto laborioso deste tipo de procedimento, o que dificulta sua aplicagdo a um namero
elevado de leveduras, foram selecionadas aleatoriamente aproximadamente 600 col6nias de
leveduras de cada cachagaria para serem submetidas aos demais testes de identificagdo e

isolamento. Como somente as leveduras S. cerevisiae eram de nosso interesse, as fontes de
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carbono usadas no teste de crescimento foram escolhidas priorizando aquelas que
permitissem a exclusdo de um maior numero de leveduras de outras espécies. Como
observado nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, 104 cepas (15,07%) foram excluidas entre as 690 cepas
analisadas da cachacaria A, 180 cepas (26,47%) entre as 680 cepas da cachacaria B, 340
cepas (47,65%) entre as 640 cepas da cachacgaria C e finalmente 114 (18,24%) entre as 625
cepas analisadas da cachacaria D, respectivamente. Assim como descrito por Guerra et al.
(2001), uma grande variedade de leveduras S. cerevisiae com biotipos fisiologicamente
diferentes foram isoladas, incluindo isolados capazes de assimilar glicerol, diferentemente
do padrédo descrito para a espécie por Vaughan-Martini e Martini (1998). Estes resultados
sugerem que as cepas obtidas apresentam um perfil compativel com a espécie S. cerevisiae.

Dentre as cepas analisadas a grande maioria, cerca de 63,95%, foi identificada como
S. cerevisiae, estando de acordo com os dados obtidos por Pataro et al. (2000). Os
resultados sugerem que a estratégia de realizar testes prévios com diferentes fontes de
carbono elimina a maioria das cepas ndo Saccharomyces, formando um grupo que
possibilita a escolha aleatdria de leveduras pertencentes ao género Saccharomyces ou a
espécie Saccharomyces cerevisiae.

A préxima etapa no desenvolvimento deste trabalho foi a selecdo de leveduras que
atendessem a critérios e caracteristicas mais apropriadas ao processo de producdo da
cachaga. Algumas caracteristicas, tais como a ndo producdo de H,S, a qual agrega odor e
sabor desagradavel a bebida, e tolerancia a etanol e a temperaturas mais elevadas, que sdo
condicdes existentes normalmente na dorna, sdo algumas caracteristicas importantes que a
levedura selecionada deve apresentar para serem resistentes ao processo fermentativo.
(Iranzo et al., 1998; Ribeiro e Horii, 1999). Deste modo, foram escolhidas aleatoriamente
140 cepas de leveduras de cada cachacaria identificadas como S. cerevisiae para serem
submetidas a estes testes.

Inicialmente, as 140 cepas de leveduras foram submetidas ao teste de producéo de
H.S, sendo que neste teste apenas uma levedura foi excluida do grupo, a qual se encontrava
na cachacaria B. Em seguida, as cepas foram submetidas a teste de crescimento na presenca

de elevadas temperaturas e alta concentracdo de etanol, sendo que as leveduras mostraram-
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se bem adaptadas a temperatura de 37° C e a 15% de etanol, sugerindo que essas cepas de
leveduras suportam as condigdes encontradas nas dornas de fermentacao.

Muitos estudos tém sido realizados buscando a obtencao de cepas de leveduras mais
apropriadas a producdo de bebidas como o sake, o vinho e a cerveja (Ulm et al., 1972;
Ashida et al., 1987; Ichikawa et al., 1991; Yoshizawa, 1999; Akada et al., 1999). Vicente et
al. (2005), na procura por cepas que apresentassem uma maior produgdo de compostos
secundarios, imprescindiveis a obtencdo de bebidas de qualidade como a cachaca,
selecionou cepas de leveduras resistentes a TFL e a cerulenina, as quais produziam maior
quantidade de alcool isoamilico e de acido caprdico. Deste modo, decidimos também
incorporar testes de resisténcia a drogas especificas para obtencdo de cepas de leveduras
com maior capacidade de producéo de substancias que conferem sabor e aroma.

Como abordado anteriormente, a via biossintética da L-leucina tem como ponto de
regulagdo a enzima a-isopropilmalato sintase, que é uma enzima alostérica retroinibida por
altas concentracdes de L-leucina. O analogo de L-leucina, TFL, € um composto que permite
selecionar leveduras que perderam a capacidade de retroinibicdo por L-leucina, e como
conseqliéncia produzem maiores quantidades de &lcool isoamilico e/ou acetato de isoamila
(Satyanarayana et al., 1968; Ulm et al., 1972; Ashida et al., 1987; Casalone et al., 1997;
Cavalieri et al., 1999; Yoshizawa, 1999; Sluis et al., 2002). Por outro lado, a cerulenina ¢é
uma droga inibidora da acido graxo sintetase, e como j& comentado anteriormente, essa
droga seleciona leveduras que apresentam desregulacdo da biossintese de &cidos graxos,
podendo apresentar maior producdo de acido caproico e conseqlientemente, caproato de
etila (Ichikawa et al., 1991; Akada et al., 1999; Asano et al., 1999 e 2000).

Como observado na Tabela 5, dentre as 140 cepas de leveduras analisadas de cada
cachacaria, foram obtidas no total 115 cepas resistentes a ambos 0s compostos, as quais
correspondem a 20,5% do total de cepas analisadas. A maioria das cepas apresentou um
quadro comportamental de resisténcia quando incubadas em presenca de cerulenina e
praticamente todas as cepas resistentes a TFL foram também resistentes a cerulenina. A
cachacaria C foi a que apresentou maior nimero de cepas resistentes a ambos o0s

compostos, chegando a cerca de 53% de resisténcia; nas cachagarias A, B e D o perfil de
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resisténcia a ambos os compostos foi de 26%, 28% e 37%, respectivamente. Estes
resultados sugerem que a irregularidade na composic¢ao de produtos que conferem sabor e
aroma observados durante uma safra, e mesmo entre varias safras distintas, pode decorrer
da diversidade da populacdo de leveduras no processo fermentativo da cachaca.
Indiretamente, estes resultados também sugerem que é necessario estabelecer uma
identidade de compostos que oferecam qualidade a bebida e assim selecionar leveduras que
produzam maiores quantidades destes compostos durante a fermentacéo.

Com a intencdo de selecionarmos leveduras que apresentem um conjunto de
propriedades extremamente adequadas as condi¢des de producdo de cachaca de alambique,
outros critérios como a alta capacidade fermentativa, a capacidade de floculacdo e a
producdo de micocinas foram também utilizadas no processo seletivo de nossas cepas.

A alta capacidade fermentativa das cepas é uma caracteristica importante na selecao
de leveduras utilizadas no processo fermentativo. Considerando que no caso da producédo
de cachaga o principal substrato para a fermentacdo é a sacarose, a atividade invertasica foi
entdo incluida como critério de selecdo de cepas S. cerevisiae, uma vez que ja foi
estabelecido que para substratos contendo sacarose ha uma forte correlacdo entre
capacidade fermentativa e niveis de atividade invertasica (Ekunsanmi e Odunfa, 1990;
Pataro et al., 1998 e 2000; Vicente et al., 2005). Para realizacdo deste teste as cepas foram
submetidas a dosagem da atividade invertasica utilizando a rafinose e a glicose como
substrato de crescimento. A glicose e outras fontes de carbono como frutose e manose, séo
rapidamente fermentaveis e reprimem a expressdo de genes que codificam enzimas
relacionadas ao metabolismo de outras fontes de carbono como a sacarose (Gancedo,
1998). O gene SUC2 que codifica a enzima invertase tem a sua expressao reprimida na
presenca de glicose. Assim, quando a levedura é crescida em meio rico contendo glicose, o
gene SUC?2 esta reprimido e a expressao da invertase é baixa. Por outro lado, se a levedura
é crescida em rafinose (trissacarideo com uma molécula de glicose, uma de frutose e uma
de galactose) a transcricdo do gene SUC2 é desreprimida gerando uma alta atividade

invertasica.
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Desta forma, foram analisadas 6 cepas de leveduras de cada cachacaria escolhidas
aleatoriamente entre as 115 cepas resistentes a TFL e a cerulenina. Como apresentado na
Figura 3, a maioria das cepas de leveduras analisadas apresentou uma alta atividade
invertasica quando cultivadas em rafinose e baixa quando em glicose. Como as cepas com
maior atividade invertasica tém maior capacidade fermentativa, adotamos como critério a
selecéo de cepas com atividade maior que 10.000 U. A. E., assim das 24 cepas analisadas
apenas trés cepas foram excluidas, resultando na selecdo de 21 cepas de leveduras. Este
resultado sugere que a maioria das cepas possui uma boa capacidade fermentativa, mas
ainda assim com significativas diferencas, o que pode ser utilizado como critério para a
selecdo de cepas para a producgéo de cachaca de alambique.

A capacidade de floculacdo é outra caracteristica importante das leveduras, visto
que facilita o processo de separacdo e a reutilizacdo das células no final de cada ciclo de
fermentacdo. A floculacdo pode ser definida como o fendmeno na qual as células de
leveduras se aderem formando grumos que sedimentam rapidamente no meio na qual estéo
suspensas (Jin et al., 2001; Finn e Stewart, 2002). Na industria cervejeira a floculacdo tem
consideravel importancia, uma vez que produz um meio com caracteristicas pertinentes a
cerveja, diminui os custos e é aplicada para separar as leveduras do produto final da
fermentagdo (Jin e Speers, 1998; Jibiki et al., 2001; Verstrepen et al., 2001; Finn e Stewart,
2002; Powell et al., 2003).

Em nosso trabalho, observamos a capacidade de floculacdo espontanea das 21
cepas selecionadas anteriormente. Como mostrado na Tabela 6, as cepas de leveduras
apresentaram um perfil variavel de floculacdo nas cachacarias A e C, sendo que na
cachacaria B nenhuma levedura floculou e na cachacaria D todas as cepas foram
floculantes. Do total de cepas analisadas, 13 flocularam (61,9%) e 8 (31,1%) ndo
flocularam. Algumas variacBes de parametros que ocorrem durante a fermentacdo como
pH, agitacdo e presenca de acucares, podem influenciar na floculacdo (Ostergaard et al.,
2000; Vestrepen et al., 2001; Jibiki et al., 2001; Finn e Stewart, 2002). Deste modo, uma
cepa de cada cachacaria foi selecionada para prosseguir nos experimentos posteriores. As

cepas selecionadas foram de preferéncia floculantes, porém, devido ao fato de nenhuma
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cepa ser floculante na cachacaria B, foi selecionada entdo uma cepa ndo floculante nesta
cachagaria.

As cepas de leveduras A4, B21, C22 e D23 foram posteriormente submetidas ao
teste de producdo de micocinas. Todas as quatro cepas testadas contra as linhagens
Candida glabrata NCYC 388 e Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006, foram produtoras
de micocinas e neutras para micocinas produzidas. O uso de cepas produtoras de micocinas
em fermentacdes tem como finalidade eliminar linhagens contaminantes sensiveis, evitando
perdas durante o processo fermentativo (Morais et al., 1997; Pataro et al., 1998). Segundo
Heard e Fleet (1987), linhagens “killer” de S. cerevisiae tem sido usadas como iniciadoras
em fermentagdes de vinho para prevenir o crescimento de cepas selvagens. De acordo com
os resultados obtidos, as quatro cepas analisadas apresentaram em grande potencial como
iniciadoras do processo fermentativo, utilizando o critério de producdo e de resisténcia as
micocinas produzidas.

Para evitar davidas sobre a identificacdo das cepas selecionadas, foram analisadas
as sequéncias das regides do DNAr das cepas A4, B21, C22 e D23. A amplificacdo da
regido de ITS (internal transcribed space) do DNAr de ambas as cepas mostraram produtos
de PCR com tamanhos compativeis com o0 que é descrito para a espécie S. cerevisiae
(Figura 4). A regido do rDNA mostra baixa variabilidade intra-espécie e alto polimorfismo
inter-espécie 0 que justifica 0 uso da técnica para identificar espécies. O produto de
amplificacdo da regido de ITS foi submetido a corte com as endonucleases de restricdo
Cfol, Haelll e Hinfl (Figuras 5, 6 e 7), o resultado da digestdo comprova claramente que as
cepas analisadas pertencem a espécie S. cerevisiae. Alguns autores tém utilizado o produto
de amplificacdo da regido de ITS para diferenciar isolados do grupo Saccharomyces sensu
stricto de outras espécies Saccharomyces (Huffman et al., 1992; Valente et al., 1996). Os
resultados demonstram que a ferramenta molecular de analise de restricdo da regido
amplificada de ITS do DNAr pode ser util na identificacdo de leveduras do grupo
Saccharomyces sensu stricto. Apesar desta tecnica ter sido precedida por métodos
bioquimicos de identificagdo classica como descrito anteriormente neste estudo,

verificamos que é possivel identificar todas as cepas de leveduras isoladas de fermentagdes
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espontaneas apenas por analise molecular, ja que, esta técnica pode ser considerada rapida,
reproduzivel e relativamente barata (Heras-Vasquez et al., 2002).

Com o advento do uso de cepas selecionadas no processo fermentativo de bebidas
destiladas, o uso de técnicas que possibilitem distinguir cepas inoculadas do restante da
flora indigena se tornou uma necessidade de grande interesse pratico. A necessidade de
diferenciacéo das cepas levou ao desenvolvimento de técnicas moleculares para diferenciar
e acompanhar durante todo o processo fermentativo as cepas de leveduras selecionadas e
inoculadas no inicio do processo. Devido ao grande polimorfismo molecular encontrado
entre as cepas de leveduras que participam do processo fermentativo da cachaca (Pataro et
al., 2000), resolvemos entdo aplicar técnicas moleculares como PCR e cariotipagem para
caracterizar e diferenciar nossas cepas de leveduras.

De inicio, aplicamos a técnica de RAPD-PCR utilizando os primers EI1 e LAL, para
identificacdo das cepas de leveduras pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu stricto e
também para diferenciagdo intra-espécie das cepas. Barros Lopes et al. (1996), utilizando
estes iniciadores detectaram um grande polimorfismo entre as cepas de vinho analisadas,
mostrando que o método é eficiente na diferenciacdo de cepas comerciais e de cepas
indigenas S. cerevisiae e ndo Saccharomyces. Por outro lado, Torriani et al. (1999) e
Andrichetto et al. (2000) utilizaram o iniciador M13 para identificacdo de espécies de
leveduras. Os resultados encontrados por estes autores mostram que as analises de RAPD-
PCR de cepas de diferentes espécies de leveduras apresentam perfis de bandeamento
distintos que permitem uma clara diferenciacdo de todas as espécies analisadas. Em nossos
resultados, como observado na Figura 8, o perfil de bandas gerado pelas quatro cepas A4,
B21, C22 e D23 foi muito semelhante ndo permitindo uma pronta distingdo entre as cepas.
A variabilidade obtida com a anélise por RAPD-PCR depende dos iniciadores utilizados
(Perez et al., 2001). Os resultados obtidos utilizando RAPD-PCR com os primers EIl e
LAL sugerem que esta técnica pode ser eficiente na diferenciacdo de cepas de leveduras
pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu stricto, e na distingdo de cepas muito
préximas, que podem ser consideradas da mesma espécie como as cepas W303 (S.

cerevisiae) e S. boulardii. Porém, cepas S. cerevisiae isoladas do processo fermentativo da
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cachaga apresentaram poucas diferencas entre si utilizando RAPD-PCR, mostrando que
esta técnica é ineficiente na diferenciacdo de cepas utilizadas na producédo desta bebida.

Outra técnica baseada na reacdo de PCR utilizada na tentativa de diferenciar e
caracterizar nossas cepas de leveduras selecionadas foi a PCR do gene mitocondrial COXI.
Esta técnica foi desenvolvida por Lopez et al. (2003) para monitorar fermentac@es de vinho
inoculadas com cepas selecionadas, e seu uso tem sido muito eficiente na andlise do
polimorfismo molecular de cepas indigenas ou comerciais, além de ter sido muito utilizada
em fermentacdes de vinho para acompanhamento de cepas de leveduras inoculadas. A
aplicacdo desta técnica em nossas cepas para diferenciar cepas de leveduras de diferentes
espécies pertencentes ao grupo Saccharomyces sensu stricto também foi eficiente.

Como podemos observar na Figura 9, cada cepa apresentou um perfil de bandas,
porém com diferencas muito pequenas de uma cepa para outra. Apesar do polimorfismo
observado, a diferenciagdo das cepas de leveduras utilizadas na produgdo de cachaca
somente por esta técnica nao é confiavel, visto que a diferenciacdo pode ndo ser claramente
observada, podendo levar possivelmente a falsos resultados, principalmente durante o
acompanhamento da dindmica da cepa utilizada como fermento selecionado em uma
fermentacgdo aberta como é o caso da producdo de cachaca.

As cepas LBCM 422 e LBCM 427 isoladas em uma mesma cachacaria na regido de
Ouro Preto por Vicente et al. (2005), apresentam perfil de resisténcia a drogas diferente,
contudo a anélise do perfil genético destas cepas de leveduras por RAPD-PCR e por PCR
do gene mitocondrial COXI, demonstraram que apenas uma banda diferente foi evidenciada
na diferenciacdo destas duas cepas (Figuras 8 e 9). O uso de técnicas moleculares pode nao
ser suficiente para diferenciacdo destas cepas, deste modo sugerimos a necessidade de
combinar técnicas bioquimicas e moleculares para avaliar a diversidade genética das cepas
de leveduras e acompanhamento de sua dinamica durante o processo fermentativo da
cachaga.

Com a utilizacdo da técnica de cariotipagem para caracterizacédo e diferenciacao das
quatro cepas de leveduras selecionadas podemos observar que cada cepa apresentou um

perfil eletroforético distinto. Este resultado era esperado uma vez que as cepas sdo de
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origens diferentes. Na Figura 10 é apresentado o resultado do cari6tipo eletroforético de
todas as cepas analisadas, na qual podemos observar uma grande diversidade genética.

A cariotipagem tem sido apresentada como uma técnica muito eficiente na
discriminacdo entre cepas geneticamente muito relacionadas como demonstrado por Shuller
et al. (2004a). A aplicacdo desta técnica em nossas cepas permitiu diferenciar cada cepa
pelo seu perfil cromossomal especifico. Deste modo ficou evidente que ha um grande
polimorfismo molecular entre todas as cepas analisadas apesar das quatro cepas (A4, B21,
C22 e D23) terem passado pelos mesmos critérios bioquimicos e fisioldgicos de selecéo.
No processo fermentativo da cachaca hd a necessidade de utilizacdo de técnicas que
possibilitem a diferenciacdo e o acompanhamento de cepas selecionadas utilizadas como
fermento iniciador, contudo a cariotipagem apesar de ser uma técnica util na diferenciacdo
de cepas de leveduras, € uma técnica muito cara, demorada e complicada para ser usada no
acompanhamento de cepas de leveduras no dia a dia.

Muitos estudos tém sido realizados na busca por alguma correlagdo entre
diversidade genética e distribuicdo geogréafica (Versavaud et al., 1995; Sabate et al., 1998;
Schiiller et al., 2004b). Em nossos resultados podemos observar que existe uma grande
diversidade genética entre as cepas analisadas. Entretanto, as cepas analisadas A4, B21,
C22 e D23 pertencem a regides distintas do Estado de Minas Gerais, sendo que as cepas A4
e D23 representam o Sul / Sudeste de Minas e as cepas B21 e C22 representam o Norte de
Minas / Jequitinhonha. Porém, como observado anteriormente, as quatro cepas analisadas
apresentaram perfis moleculares distintos mesmo entre cepas de uma mesma grande regiao,
demonstrando que ndo foi encontrada correlacdo entre diversidade genética e distribuicdo
geografica, pelo menos com as amostras estudadas neste trabalho. Entretanto, a
comprovagao deste dado s6 é possivel se for realizada esta comparacdo com um nimero
maior de cepas representando diversas regiGes, antes das cepas passarem por nossos
critérios de pressao seletiva (temperatura, etanol, floculacdo, drogas, etc).

Apos a caracterizacdo molecular, estudamos a capacidade fermentativa das cepas
A4, B21, C22 e D23, submetendo-as a crescimento em meio de cultura contendo sacarose

como principal nutriente. Conforme pode ser observado na Figura 11, as leveduras
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mostraram um perfil de crescimento diferenciado, na qual as cepas B21 e C22 apresentaram
uma taxa de crescimento maior do que as cepas A4 e D23 (Painel A), uma maior
capacidade de crescimento pode levar a um maior rendimento fermentativo. A Figura 11
mostra ainda que o consumo de sacarose foi semelhante entre as cepas de leveduras, as
quais apresentaram uma boa adaptacdo ao meio com alta concentragdo de sacarose (16%),
tendo consumido praticamente toda a sacarose até 12 horas de crescimento (Painel B).

Quanto a determinacdo do etanol os resultados sugerem uma maxima producdo no
tempo de 21 horas, seguida por uma tendéncia a estabilizacdo conforme mostrado na Figura
12. As quatro cepas apresentaram perfis semelhantes de producéo de etanol, sendo que 0s
valores encontrados estdo de acordo com o observado por Vicente et al. (2005) para as
cepas LBCM 422 e LBCM 427. Estes resultados em conjunto sugerem que estas cepas
adaptam-se bem ao meio contendo sacarose (16%) com uma maxima producdo de etanol
em 21 horas, corroborando a validade de um dos critérios de selecdo aqui utilizado que foi
baseado na alta atividade invertasica como estratégia de obtencdo de cepas com boas
caracteristicas fermentativas (Ekunsanmi e Odunfa, 1990).

Os alcoois superiores e ésteres sdo compostos presentes na cachaca que se
incorporam ao sabor e ao aroma da bebida. Esses compostos estdo presentes em pequenas
quantidades, mas o suficiente para oferecer caracteristicas préprias a cachaca (Cardello e
Faria, 1998; Boscolo et al., 2000; Nonato et al., 2001). Assim, uma vez caracterizados 0s
perfiz de crescimento fermentativo das cepas, em condi¢des semelhantes as encontradas nas
dornas, dosamos as concentracdes de alcool isoamilico; acetato de isoamila; acido caproéico
e caproato de etila ao longo da curva de crescimento. Os resultados da Figura 13
demonstram que quanto ao alcool isoamilico (Painel A), todas as cepas apresentaram uma
boa capacidade de producdo deste alcool superior. Uma vez mais, estes dados estdo em
acordo com os resultados obtidos quando as leveduras foram testadas quanto a
sensibilidade ao TFL, ou seja, cepas resistentes a TFL mostram maior resisténcia a
retroinibicdo da enzima a-isopropilmalato sintase por L-leucina, tendo como conseqiéncia
uma grande produc¢do do alcool isoamilico (Satyanarayana et al., 1968; Ulm et al., 1972;
Ashida et al., 1987; Yoshikawa et al., 1995; Casalone et al., 1997; Cavalieri et al., 1999;
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Yoshizawa, 1999; Sluis et al., 2002). Como demonstrado por Vicente et al. (2005), cepas
resistentes a TFL sdo capazes de produzir maior quantidade de alcool isoamilico do que
cepas sensiveis. O teor de alcool isoamilico encontrado nos destilados oriundos de
processos fermentativos com as cepas A4, B21, C22 e D23, apresentou um valor médio de
aproximadamente 600 ppm, enquanto Vicente et al. (2005) encontrou com a cepa LBCM
427 (cepa resistente a TFL), cerca de 180 ppm e com a cepa LBCM 422 (cepa sensivel a
TFL), aproximadamente 120 ppm de alcool isoamilico. O resultado obtido com nossas
quatro cepas esta acima do valor preconizado pela legislacdo para a cachaca que € de no
maximo 0,300g/100ml de &lcool anidro. Porém, considerando-se que boa parte do teor de
alcoois superiores € desprezado durante a destilacdo na fragdo correspondente a cabeca, é
necessario deste modo uma grande producdo destes compostos para se obter uma cachaca
dentro dos parametros estabelecidos pela legislacao.

Por sua vez, o acetato de isoamila, que tem o alcool isoamilico como precursor
biossintético, é considerado um dos compostos associados ao aroma de bebidas alcodlicas
sendo atribuido a este composto o aroma de fruta ao saqué e a vinhos (Yoshizawa et al.,
1999; Asano et al., 2000; Arikawa et al., 2000; Hernandez-Orte et al., 2002). Portanto,
tentamos determinar a concentracdo deste composto nas cepas A4, B21, C22 e D23, porém,
os resultados destas dosagens indicaram que nas amostras analisadas ndo havia uma
quantidade detectavel deste composto.

O fato das cepas ndo produzirem adequada quantidade de acetato de isoamila sugere
que enzimas como a alcool acetiltransferase e esterase, importantes ao processo de
formacdo deste éster podem estar desreguladas. A ndo producdo de acetato de isoamila
pode ocorrer devido a dois fatores: menor atividade da alcool acetiltransferase ou acédo da
atividade da esterase. Uma mais eficiente producdo de acetato de isoamila necessita de um
adequado suprimento de substratos (alcool isoamilico e acetil CoA) e um balanco
apropriado na atividade dessas enzimas (Fukuda et al., 1998; Rojas et al., 2002). Contudo,
a atividade da enzima alcool acetiltransferase codificada pelo gene ATFI, tem sua atividade
diretamente afetada por varios fatores como a oxigenagdo e a adicdo de acidos graxos

insaturados ao meio, levando consequientemente a uma redugdo na sintese de ésteres de
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acetato (Fujii et al., 1997; Kajiwara et al., 1997; Mason e Dufor, 2000; Verstrepen et al.,
2003a).

Como observado anteriormente, as cepas analisadas apresentaram uma elevada
producdo de alcool isoamilico e ndo produziram acetato de isoamila, resolvemos entéo
analisar a expressdo do gene ATFI e observamos que ndo houve expressdo do gene em
nenhuma amostra analisada (dado ndo mostrado), € provavel que este fato seja devido a
inibicdo da atividade da enzima alcool acetiltransferase durante o processo fermentativo,
por fatores como por exemplo a oxigenacdo. Verstrepen et al. (2003a e b), demonstraram
que a expressdo do gene ATF1 sO foi observada em produtos de fermentacdo obtidos em
condicGes anaerdbicas ou em cepas que superexpressam o0 gene, confirmando que a
metodologia empregada em nossos trabalhos ndo foi adequada para promover a expressao
deste gene.

Por outro lado, o caproato de etila € um importante componente para conferir sabor
e aroma ao saqué, que pode ser sintetizado por acdo de uma alcool aciltransferase ou de
uma esterase, a partir do caproil CoA e etanol ou do acido caprdico e etanol
respectivamente. Ichikawa et al., (1991) isolou 54 colbnias mutantes resistentes a
cerulenina e medindo a producéo de &cido caprdico dessas cepas, encontrou apenas trés que
produziam grandes quantidades do &cido. Os resultados apresentados na Figura 13 (Painel
B) demonstram a presenca de acido caproico em todas as amostras de destilados oriundas
da fermentacdo pelas cepas A4, B21, C22 e D23, havendo uma maior producdo pela cepa
C22, seguida pelas cepas B21, A4 e D23, respectivamente. Este resultado esta de acordo
com as respostas de sensibilidade a cerulenina destas cepas, uma vez que todas as cepas séo
resistentes a esta droga. A cepa C22 deve ter sintetizado maior quantidade de acido
capréico devido a uma maior resisténcia desta cepa a cerulenina, como descrito por
Ichikawa et al., (1991). Outro fato importante é que a utilizacdo destas cepas ndo permitiu a
obtencdo de destilados nos quais fosse identificada alguma quantidade detectavel de
caproato de etila. Entretanto é preciso cautela na analise deste resultado, uma vez que a

metodologia empregada na fermentacdo pode ndo ter sido adequada para promover a
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producdo deste composto e o processo de destilagdo das amostras pode ndo ter sido
eficiente para promover um arraste adequado deste composto do mosto para o destilado.
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6- Conclusoes

De acordo com os resultados observados, podemos concluir que a metodologia
proposta por Vicente et al. (2005) para isolamento, identificacdo e caracterizacdo de cepas
Saccharomyces cerevisiae é adequada para a selecdo de cepas de leveduras com
caracteristicas apropriadas para serem introduzidas na fermentacdo de cana-de-agUcar para
permitir a producdo de uma cachaca de melhor qualidade.

Neste trabalho, propomos que apenas a utilizacdo de metodologias baseadas no
polimorfismo do DNA ndo sdo suficientes para avaliar a diversidade genética de cepas
Saccharomyces cerevisiae em processos fermentativos espontaneos, portanto, sugerimos
que o uso de cepas selecionadas como fermento iniciador requer o uso combinado de
métodos bioquimicos e moleculares que possibilitem caracterizar e analisar a dinamica das
cepas selecionadas durante todo o processo fermentativo.

O trabalho demonstrou também que mais estudos sobre a atividade de enzimas
como alcool acetiltransferases, alcool aciltransferases e esterases sdo necessarios para
melhor entendimento de como e quais fatores afetam a atividade destas enzimas, para
permitir a producdo adequada de teores mais elevados de compostos que conferem sabor e
aroma na utilizagéo de cepas selecionadas na fermentacdo da cachaga de alambique.
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7- Perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a necessidade de mais estudos
sobre a selecdo de cepas de leveduras a serem utilizadas como fermento iniciador no
processo fermentativo da cachaca. Deste modo, sugerimos as seguintes etapas futuras de
estudo:

e Dosagem das atividades da alcool aciltransferase e esterase para verificar a

atividade dessas enzimas e sua correlacdo com a producdo de ésteres de interesse;

e Avaliar a atividade da enzima alcool acetiltransferase e verificar a sua correlacdo
com a producdo de acetato de isoamila e acetato de etila, observando quais sdo 0s

fatores que afetam a atividade desta enzima;

e Estudar novas técnicas moleculares, como por exemplo: microssatélite, analise da
sequéncia interdelta e analise de restricio do DNAmt, para acompanhamento

adequado das cepas selecionadas utilizadas durante a producéo de cachaca;

e Realizar novos estudos com um nimero maior de cepas e correlacionar diversidade

genética com distribuicdo geografica;

e Auvaliar a estabilidade genética das cepas de leveduras selecionadas em relacdo aos

critérios utilizados na selecéo;

e Realizar fermentacdes em uma destilaria utilizando as quatro cepas selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae para verificar se os critérios que utilizamos na selecdo
sdo realmente adequados para a producdo de cachaga de alambique, visando ainda
conhecer o tempo de permanéncia das cepas no processo e o perfil quimico da

cachaca produzida.
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9- ANEXO

9.1- Andlisede Zn

As amostras de solo, caldo de cana e cachaca foram fornecidas por produtores do
Estado de Minas Gerais de trés regides distintas, de acordo com o mapa do setor produtivo
de cachaca do Estado de Minas Gerais (Oliveira e Magalhdes, 2002). Entre as amostras
analisadas haviam respectivamente duas amostras do Sul / Sudeste de Minas, duas do Norte
de Minas / Jequitinhonha e duas do Tridngulo Mineiro, as quais correspondiam
respectivamente as cidades de Lavras, Perddes, Salinas, Jequitinhonha, Araxa e Perdizes.

A cachaca produzida no Norte de Minas em especial, € famosa por seu sabor e
aroma caracteristicos. Muitos produtores acreditam que o diferencial destas cachacas em
relagdo a producéo de &lcoois e ésteres seja devido ao Zn presente no solo. Sem o devido
conhecimento sobre o assunto, muitos produtores tém realizado adubacg®es foliares em seus
canaviais, esperando produzir uma cachaca de boa qualidade com elevados teores de
alcoois e ésteres.

O Zinco é um mineral que pode ser encontrado no solo e ser absorvido pelas plantas
quando disponivel (Defelipo e Ribeiro, 1981). Na sintese de alcool isoamilico, é observado
que o Zn participa da inativacdo da enzima a-IPM quando complexado a CoA (Tracy e
Kohlhaw, 1977; Cavalieri et al., 1999). A a-IPM sintase é a enzima responsavel pelo
controle da via sintética do alcool isoamilico (Satyanarayana et al., 1968).

No presente trabalho foi analisado o teor de Zn** no solo e caldo de cana de varias
destilarias do estado de Minas Gerais, para confirmar a hipdtese de que, na presenca de
Zn** as cepas de leveduras poderiam eventualmente apresentar a enzima o-IPM mais
resistente a este tipo de inibicdo, produzindo uma grande quantidade de &lcool isoamilico.
As amostras de cachaca foram também analisadas e o teor de alcool isoamilico
quantificado. Em nossos resultados foi observado que entre as amostras analisadas,
independente da regido do Estado, ndo houve correlacdo entre um alto teor de alcool

isoamilico e os teores de Zn%* no solo e no caldo de cana.
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Como podemos observar na Figura 14, houve uma pequena correlagéo entre o teor
de Zn*" das amostras de solo e caldo de cana. Em nossos resultados observamos ainda que
algumas amostras apresentaram elevado teor de alcool isoamilico, porém, sem nenhuma
relagdo com a quantidade de Zn?* presente no solo ou no caldo de cana, contudo a amostra
de cachaca analisada corresponde & producdo de dois anos antes da coleta das amostras de
solo e cana, ndo podendo deste modo comprovar que a adubacdo foliar deste mineral ndo

esta relacionada aos teores de alcool isoamilico na cachaca.
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Figura 14: Analise do teor de Zn no solo e no caldo de cana e teor de alcool isoamilico nas

alcool isoamilico mg/m

A

amostras de cachaca de acordo com as destilarias que forneceram as amostras. As amostras
A e D representam o Sul / Sudeste de Minas, B e C o0 Norte de Minas / Jequitinhonha e E e

F o Tridangulo Mineiro, respectivamente.
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